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DESCRIPCION
Acido nucleico y proteina correspondiente denominados STEAP-1 (tiles en el tratamiento y la deteccién de cancer
Campo de la invencion

La invencién descrita en el presente documento se refiere a un gen y a su proteina codificada, denominados
08P1D4 o STEAP-1, expresados en determinados canceres y a métodos diagnosticos y terapéuticos y a
composiciones utiles en el control de los canceres que expresan STEAP-1.

Antecedentes de la invencion

El cancer es la segunda causa principal de muerte en seres humanos junto con la enfermedad coronaria. En todo el
mundo, millones de personas mueren cada afio por cancer. Sélo en los Estados Unidos, segun comunica la
Sociedad Americana del Céancer, el cancer causa la muerte de mas de medio millon de personas cada afo, siendo
diagnosticados mas de 1,2 millones de nuevos casos cada afio. Aunque las muertes por problemas cardiacos han
estado disminuyendo considerablemente, las que se producen por cancer generalmente estan aumentando. En la
primera parte del préximo siglo, se prevé que el cancer sera la causa principal de muerte.

En todo el mundo, son varios canceres los que destacan como principalmente mortales. En particular, los
carcinomas de pulmon, préstata, mama, colon, pancreas y ovario representan las causas principales de muerte por
cancer. Estos y practicamente todos los otros carcinomas comparten una propiedad mortal comdn. Con muy pocas
excepciones, la enfermedad metastasica de un carcinoma es mortal. Ademas, hasta para aquellos pacientes con
cancer que sobreviven al principio a sus canceres primarios, la experiencia comdn ha mostrado que sus vidas se
alteran drasticamente. Muchos pacientes con cancer experimentan una gran ansiedad producida por la conciencia
del posible fracaso del tratamiento o de la recurrencia. Muchos pacientes con cancer experimentan debilitaciones
fisicas después del tratamiento. Ademas, muchos pacientes con cancer experimentan una recurrencia.

En todo el mundo, el cancer de prostata es el cuarto cancer mas frecuente en hombres. En Norteamérica y Europa
del Norte, es con mucho el cancer mas comun en hombres y es el segundo que acaba en un resultado de muerte
por cancer en hombres. Sélo en los Estados Unidos, mas de 30.000 hombres mueren cada afio por esta
enfermedad- sélo segunda después del cancer de pulmén. A pesar de la magnitud de estas cifras, no hay todavia
ningun tratamiento eficaz contra el cancer de préstata metastasico. La prostatectomia quirdrgica, la radioterapia, la
terapia de ablacion hormonal, la castracién quirdrgica y la quimioterapia siguen siendo las principales modalidades
de tratamiento. Lamentablemente, estos tratamientos son ineficaces para muchos y a menudo estéan asociados a
consecuencias indeseables.

Respecto al enfoque diagnostico, la carencia de un marcador tumoral de préstata que pueda detectar con exactitud
tumores localizados en una etapa inicial comporta una limitaciéon significativa en el diagnéstico y el tratamiento
médico de esta enfermedad. Aunque el analisis del antigeno prostatico especifico (PSA, por sus siglas en inglés
“Prostate Specific Antigen”) en suero ha sido una herramienta muy Util, sin embargo, su especificidad y su utilidad
general estan extensamente consideradas como deficientes en varios aspectos importantes.

El progreso en la identificacién de marcadores especificos adicionales para el cancer de préstata ha mejorado por la
generacién de xenoinjertos de cancer de prostata que pueden recapitular las diferentes etapas de la enfermedad en
ratones. Los xenoinjertos LAPC (por sus siglas en inglés “Los Angeles Prostate Cancer”, en espafiol “Cancer de
Prostata de Los Angeles”) son xenoinjertos de cancer de prostata que han sobrevivido la transferencia en ratones
con inmunodeficiencia combinada severa (SCID, por sus siglas en inglés “Severe Combined Immune Deficient”) y
que han exhibido la capacidad de imitar la transicion de la dependencia de andrdégenos a la independencia de
andrégenos (Klein et al., 1997, Nat. Med. 3: 402). Los marcadores del cancer de prostata mas recientemente
identificados incluyen PCTA-1 (Su et al.,, 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93: 7252), el antigeno de membrana
especifico de prostata (PSM, “Prostate-Specific Membrane”) (Pinto et al., Clin Cancer Res, 2 de septiembre de 1996
(9):1445-51), STEAP (Hubert, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 7 de diciembre de 1999; 96(25): 14523-8) y el
antigeno de células madre de prostata (PSCA, “Prostate Stem Cell Antigen”) (Reiter et al., 1998, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 95: 1735).

Aunque los marcadores antes mencionados, tales como PSA, PSM, PCTA y PSCA, han facilitado los esfuerzos para
diagnosticar y tratar el cancer de prostata, continda existiendo una necesidad de identificacién de otros marcadores
y dianas terapéuticas para canceres de préstata y asociados para mejorar posteriormente el diagnéstico y la terapia.

El carcinoma de células renales (RCC, “Renal Cell Carcinoma”) representa aproximadamente un 3 por ciento de
malignidades en adultos. Una vez que los adenomas alcanzan un diametro de 2 a 3 cm, existe potencial maligno. En
adultos, los dos principales tumores renales malignos son el adenocarcinoma de células renales y el carcinoma de
células de transicién de pelvis renal o del uréter. La incidencia del adenocarcinoma de células renales se estima en
mas de 29.000 casos en los Estados Unidos, y mas de 11.600 pacientes muertos por esta enfermedad en 1998. El
carcinoma de células de transicion es menos frecuente, con una incidencia de aproximadamente 500 casos por afo
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en los Estados Unidos.

La cirugia ha sido la principal terapia para el adenocarcinoma de células renales durante muchas décadas. Hasta
hace poco, la enfermedad metastasica ha sido refractaria a cualquier terapia sistémica. Con los desarrollos recientes
en terapias sistémicas, particularmente inmunoterapias, se puede tratar agresivamente el carcinoma de células
renales metastasico en los pacientes apropiados con posibilidad de tener respuestas duraderas. Sin embargo, hacen
falta terapias eficaces para estos pacientes.

De todos los nuevos casos de cancer en los Estados Unidos, el cancer de vejiga representa aproximadamente el 5
por ciento en hombres (el neoplasma en quinto lugar mas comun) y el 3 por ciento en mujeres (el octavo neoplasma
mas comun). La incidencia aumenta despacio, simultdneamente con una creciente poblacion mas anciana. En 1998,
habia aproximadamente 54.500 casos, incluyendo 39.500 en hombres y 15.000 en mujeres. La incidencia por
edades en los Estados Unidos es del 32 por 100.000 para hombres y 8 por 100.000 en mujeres. La relacién histérica
masculina/femenina de 3:1 puede disminuirse en relacién con modelos fumadores en mujeres. Hubo
aproximadamente 11.000 muertes por cancer de vejiga en 1998 (7.800 en hombres y 3.900 en mujeres). La
incidencia del cancer de vejiga y la mortalidad aumentan fuertemente con la edad y sera un problema creciente
segun la poblacion se vuelva mas anciana.

La mayor parte de los canceres de vejiga reaparecen en la vejiga. El cancer de vejiga es tratado con una
combinacion de reseccion transuretral de la vejiga (TUR, “Transurethral Resection of the Bladder”) y quimioterapia
intravesical o inmunoterapia. La naturaleza multifocal y recurrente del cancer de vejiga destaca las limitaciones de la
TUR. La mayoria de los canceres invasivos musculares no tienen cura solo por TUR. La cistectomia radical y la
diversion urinaria son los medios mas eficaces para eliminar el cancer, pero provocan un impacto innegable sobre la
funcién urinaria y sexual. Continla habiendo una necesidad significativa de modalidades de tratamiento que sean
beneficiosas para pacientes con cancer de vejiga.

Aproximadamente 130.200 casos de cancer colorrectal aparecieron en 2000 en los Estados Unidos, incluyendo
93.800 casos de cancer de colon y 36.400 de cancer rectal. Los canceres colorrectales son los terceros canceres
mas comunes en hombres y mujeres. Las tasas de incidencia disminuyeron considerablemente durante 1992-1996
(-2,1% por afo). La investigacién sugiere que esta disminucién se ha debido a un mayor rastreo y eliminacién del
polipo, la progresion de la prevencion de pélipos frente a canceres invasivos. Hubo aproximadamente 56.300
muertes (47.700 de cancer de colon, 8.600 de cancer rectal) en 2000, lo que representa aproximadamente el 11%
de todas las muertes por cancer en los estados unidos.

Actualmente, la cirugia es la forma mas comun de terapia para el cancer colorrectal, y para los canceres que no se
han extendido, es curativa con frecuencia. Se da quimioterapia, o quimioterapia mas radiacion, antes o después de
la cirugia a la mayor parte de pacientes cuyo cancer ha perforado profundamente la pared del intestino o se ha
extendido a los nodos de linfa. Ocasionalmente es necesaria una colostomia permanente (la creacién de una
abertura abdominal para la eliminacién de los desechos del cuerpo) para el cancer de colon y raras veces se
requiere para el cancer rectal. Sigue quedando una necesidad de un diagnéstico eficaz y de modalidades de
tratamiento para el cancer colorrectal

Hubo aproximadamente 164.100 de nuevos casos de cancer de pulmén y de bronquios en 2000, lo que comporta un
14% de todos los diagnosticos de cancer estadounidenses. La tasa de incidencia del cancer de pulmén y de
bronquios disminuye considerablemente en hombres, desde un alto 86,5 por 100.000 en 1984 a 70,0 en 1996. En
1990, la tasa de aumento entre mujeres comenz6 a reducirse. En 1996, la tasa de incidencia en mujeres era de 42,3
por 100.000.

El cancer de pulmén y de bronquios causé aproximadamente 156.900 muertes en 2000, lo que representa un 28%
de todas las muertes por cancer. Durante 1992-1996, la mortalidad por el cancer de pulmén disminuyé
considerablemente entre hombres (-1,7% por afo) mientras que las tasas para mujeres todavia aumentaban
considerablemente (0,9% por afo). Desde 1987, han muerto mas mujeres cada afo por cancer de pulmén que por
cancer de mama, que, en mas de 40 anos, era la principal causa de muerte por cancer en mujeres. La disminucién
de la incidencia del cancer de pulmén y de los indices de mortalidad lo mas probablemente es que sea el resultado
de las menores tasas de tabaquismo de los ultimos 30 afnos; sin embargo, la disminucién de modelos de fumadores
entre mujeres se queda atras del de los hombres. Es destacable que aunque la disminucion del uso del tabaco en
adultos se ha reducido, el uso de tabaco en la juventud esta aumentando de nuevo.

Las opciones de tratamiento para el cancer de pulmén y de bronquios son determinadas por el tipo y la etapa del
cancer e incluyen cirugia, radioterapia y quimioterapia. Para muchos canceres localizados, la cirugia es por lo
general el tratamiento de eleccién. Como se ha descubierto que la enfermedad por lo general se extiende con el
tiempo, la radioterapia y la quimioterapia son a menudo necesarias en combinacion con la cirugia. La quimioterapia
sola o combinada con radiacion es el tratamiento de eleccion para el cancer de pulmén de células pequefias; en este
régimen, un porcentaje grande de pacientes experimenta una remision, que en algunos casos es duradera. Queda,
sin embargo, una necesidad todavia de un tratamiento eficaz y logros diagnésticos para los canceres de pulmén y
de bronquios.
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Se prevé que aparezcan aproximadamente 182.800 nuevos casos invasivos de cancer de mama entre mujeres en
los Estados Unidos durante el 2000. Ademas, se prevé que se diagnosticaran aproximadamente 1.400 nuevos casos
de cancer de mama en hombres en 2000. Después del aumento de aproximadamente el 4% por afo en los afnos 80,
las tasas de incidencia del cancer de mama en mujeres se han ajustado en los afios 90 a aproximadamente 110,6
casos por 100.000.

S6lo en los Estados Unidos hubo aproximadamente 41.200 muertes (40.800 mujeres, 400 hombres) en 2000 debido
al cancer de mama. El cancer de mama alcanza el segundo puesto entre las muertes por cancer en mujeres. De
acuerdo con los datos mas recientes, los indices de mortalidad disminuyeron considerablemente durante 1992-1996
con disminuciones mas grandes en las mujeres mas jovenes, tanto de raza blanca como de raza negra. Estas
disminuciones son probablemente el resultado de una deteccién mas precoz y de mejores tratamientos.

Teniendo en cuenta las circunstancias médicas y las preferencias del paciente, el tratamiento del cancer de mama
puede implicar una lumpectomia (la eliminacién local del tumor) y la eliminacion de los nodos linfaticos bajo el brazo;
mastectomia (eliminacién quirdrgica del pecho) y eliminacién de los nodos linfaticos bajo el brazo; radioterapia;
quimioterapia; o terapia hormonal. A menudo, se usan dos 0 mas métodos en combinacion. Numerosos estudios
han mostrado que, durante la etapa inicial de la enfermedad, las tasas de supervivencia a largo plazo después de la
lumpectomia mas la radioterapia son similares a las tasas de supervivencia después de la mastectomia radical
modificada. Los avances significativos en las técnicas de reconstruccién proporcionan varias opciones para la
reconstruccion de la mama después de la mastectomia. Recientemente, tal reconstruccion ha sido llevada a cabo al
mismo tiempo que la mastectomia.

La escision local del carcinoma ductal in situ (DCIS, “Ductal Carcinoma In Situ”) con cantidades adecuadas de tejido
de mama normal circundante puede prevenir la recurrencia local del DCIS. La radiaciéon en la mama y/o el
tamoxifeno pueden reducir la posibilidad de que aparezca el DCIS en el tejido de mama restante. Esto es importante
porque el DCIS, de ser dejado sin tratar, puede desarrollarse como un cancer de mama invasivo. Sin embargo, hay
serios efectos secundarios o secuelas con estos tratamientos. Por lo tanto, queda una necesidad de tratamientos
eficaces del cancer de mama.

Hubo aproximadamente 23.100 nuevos casos de cancer ovarico en los Estados Unidos en 2000. Esto comporta el
4% de todos los canceres entre mujeres y constituye el segundo entre los canceres ginecologicos. Durante 1992-
1996, las tasas de incidencia del cancer ovarico disminuyeron considerablemente. Como consecuencia del cancer
ovarico, hubo aproximadamente 14.000 muertes en 2000. El cancer ovarico causa mas muertes que cualquier otro
cancer del sistema reproductor femenino.

La cirugia, radioterapia y quimioterapia son las opciones de tratamiento para el cancer ovarico. La cirugia, por lo
general, incluye la eliminacién de uno o ambos ovarios, las trompas de Falopio (salpingo-ooforectomia) y el utero
(histerectomia). En algunos tumores muy precoces, sélo sera eliminado el ovario implicado, especialmente en las
jovenes que deseen tener niflos. En la enfermedad avanzada, se realiza una tentativa para eliminar toda la
enfermedad intraabdominal para potenciar el efecto de la quimioterapia. Sigue quedando una necesidad importante
de opciones de tratamiento eficaces para el cancer ovarico.

Hubo aproximadamente 28.300 nuevos casos de cancer pancreético en los Estados Unidos en 2000. En los ultimos
20 afos, las tasas del cancer pancreatico han disminuido en hombres. Las tasas entre mujeres han permanecido
aproximadamente constantes, pero pueden comenzar a disminuir. El cancer pancreatico caus6 aproximadamente
28.200 muertes en 2000 en los Estados Unidos. En los Ultimos 20 afos, ha habido una leve disminucion pero
significativa en los indices de mortalidad entre los hombres (aproximadamente -0,9% por afio) mientras que las
tasas han aumentado ligeramente entre mujeres.

La cirugia, radioterapia y quimioterapia son opciones de tratamiento para el cancer pancreatico. Estas opciones de
tratamiento pueden ampliar la supervivencia y/o aliviar los sintomas en muchos pacientes, pero probablemente no
producen una cura para la mayoria. Queda una necesidad significativa de opciones terapéuticas y diagndsticas
adicionales para el cancer pancreatico.

Sumario de la invencion

La presente invencion se refiere a un gen, denominado STEAP-1, que ahora se ha descubierto que se sobreexpresa
en cancer, 0 en canceres, enumerados en la Tabla I. El analisis de expresién génica por transferencia de Northern
de STEAP-1 en tejidos normales muestra un patrén de expresion restringido en tejidos adultos. Se proporcionan las
secuencias de nucledtidos (Figura 2) y de aminoéacidos (Figura 2, y Figura 3) de STEAP-1. El perfil de STEAP-1
relacionado con tejidos, en tejidos adultos normales, en combinacion con la sobreexpresion observada en los tejidos
enumerados en la Tabla I, muestra que STEAP-1 se sobreexpresa de manera aberrante en al menos algunos
canceres, y por tanto sirve como una diana diagnéstica, profilactica, pronédstica y/o terapéutica Gtil para canceres del
tejido (o tejidos) tales como los enumerados en la Tabla .
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La invencién proporciona composiciones, composiciones farmacéuticas, anticuerpos y fragmentos de los mismos,
animales transgénicos no humanos e hibridomas, como se define en las reivindicaciones. La invenciéon también
proporciona composiciones, polinucleétidos, y vectores para su uso en la inhibicion del crecimiento de células
cancerosas, como se define en las reivindicaciones. La invencion también proporciona péptidos y polinucleétidos
para su uso en el tratamiento de enfermedades, como se define en las reivindicaciones.

La invencion también proporciona composiciones, polinucleétidos, y vectores en la fabricacidon de un medicamento
para inhibir el crecimiento de células cancerosas, como se define en las reivindicaciones. Adicionalmente, la
invencién proporciona usos de secuencias peptidicas y polinucleotidicas en el tratamiento del cancer, como se
define en las reivindicaciones. La invencion también proporciona métodos para detectar la presencia de una proteina
en una muestra, como se define en las reivindicaciones.

Las composiciones de la invencién pueden comprender péptidos que constan de una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en los aminoacidos 32-40, 80-88, 99-107, 122-130, 153-161, 180-188, 21-30,
79-88, 121-130, 173-182, 243-252, 244-252, 277-286, 108-116, 140-148, 307-315, 140-149, 307-316, 118-126, 150-
158, 294-302, 310-318, 109-118 y 150-159 de la SEC ID NO:3, o un anélogo de los péptidos anteriores en el que un
resto en una posicion de anclaje primaria y/o secundaria mostrada en la Tabla IV se sustituye por otro aminoacido
especifico para esa posicién indicada en la Tabla IV con objeto de aumentar la afinidad de unién, la semivida de
unién y/o la reactividad cruzada de ese péptido.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Secuencia HSS de STEAP-1 de 436 nucleotidos.

Figura 2. En la Figura 2A se muestra la secuencia de ADNc y de aminoacidos de la variante 1 de STEAP-1
(también denominada “STEAP-1 v.1” o “variante 1 de STEAP-1”). La metionina inicial esta subrayada. La fase de
lectura abierta se extiende desde el acido nucleico 66 al 1085 incluyendo el coddn de terminacién. En la Figura
2B se muestra la secuencia de ADNc y de aminoacidos de la variante 2 de STEAP-1 (también denominada
“STEAP-1 v.2”). El coddn de la metionina inicial esta subrayado. La fase de lectura abierta se extiende desde el
acido nucleico 96 al 872 incluyendo el codon de terminacion. En la Figura 2C se muestra la secuencia de ADNc y
de amino&cidos de la variante 3 de STEAP-1 (también denominada “STEAP-1 v.3”). El cod6n de la metionina
inicial estd subrayado. La fase de lectura abierta se extiende desde el &cido nucleico 96 al 944 incluyendo el
codon de terminacion. En la Figura 2D se muestra la secuencia de ADNc y de aminoacidos de la variante 4 de
STEAP-1 (también denominada “STEAP-1 v.4”). El coddn de la metionina inicial esta subrayado. La fase de
lectura abierta se extiende desde el acido nucleico 96 al 872 incluyendo el coddn de terminacién. En la Figura 2E
se muestra la secuencia de ADNc y de aminoacidos de la variante 5 de STEAP-1 (también denominada “STEAP-
1 v.5”). El coddn de la metionina inicial esta subrayado. La fase de lectura abierta se extiende desde el &cido
nucleico 96 al 872 incluyendo el codén de terminacién. En la Figura 2F se muestra la secuencia de ADNc y la de
aminodcidos de la variante 6 de STEAP-1 (también denominada “STEAP-1 v.6”). El cod6n de la metionina inicial
esté subrayado. La fase de lectura abierta se extiende desde el acido nucleico 96 al 872 incluyendo el codon de
terminacion. En la Figura 2G se muestra la secuencia de ADNc y de aminoacidos de la variante 7 de STEAP-1
(también denominada “STEAP-1 v.7”). El codén de la metionina inicial esta subrayado. La fase de lectura abierta
se extiende desde el acido nucleico 96 al 872 incluyendo el coddn de terminacion. En la Figura 2H se muestra la
secuencia de ADNc y de aminoacidos de la variante 8 de STEAP-1 (también denominada “STEAP-1 v.8”). El
coddn de la metionina inicial esta subrayado. La fase de lectura abierta se extiende desde el acido nucleico 96 al
872 incluyendo el codén de terminacién. En la Figura 21 se muestra la secuencia de ADNc y de aminodcidos de
la variante 9 de STEAP-1 (también denominada “STEAP-1 v.9”). El cod6n de la metionina inicial esta subrayado.
La fase de lectura abierta se extiende desde el acido nucleico 96 al 872 incluyendo el codon de terminacion. En
la Figura 2J se muestra la secuencia de ADNc y de aminoacidos de la variante 10 de STEAP-1 (también
denominada “STEAP-1 v.10”). El coddn de la metionina inicial esta subrayado. La fase de lectura abierta se
extiende desde el acido nucleico 96 al 872 incluyendo el codén de terminacién. En la Figura 2K se muestra la
secuencia de ADNc y de aminoacidos de la variante 11 de STEAP-1 (también denominada “STEAP-v.11”). El
codon de la metionina inicial esta subrayado. La fase de lectura abierta se extiende desde el acido nucleico 96 al
872 incluyendo el codén de terminacién. En la Figura 2L se muestra la secuencia de ADNc y de aminodcidos de
la variante 12 de STEAP-1 (también denominada “STEAP-v.12"). El cod6n de la metionina inicial esta subrayado.
La fase de lectura abierta se extiende desde el acido nucleico 96 al 872 incluyendo el codon de terminacion. En
la Figura 2M se muestra la secuencia de ADNc y de aminoacidos de la variante 13 de STEAP-1 (también
denominada “STEAP-1 v.13”). El coddn de la metionina inicial esta subrayado. La fase de lectura abierta se
extiende desde el acido nucleico 96 al 872 incluyendo el coddn de terminacion. En la Figura 2N se muestra la
secuencia de ADNc y de aminoacidos de la variante 14 de STEAP-1 (también denominada “STEAP-1 v. 14”). El
codon de la metionina inicial esta subrayado. La fase de lectura abierta se extiende desde el acido nucleico 96 al
872 incluyendo el coddn de terminacion. En la Figura 20 se muestra la secuencia de ADNc y de aminoacidos de
la variante 15 de STEAP-1 (también denominada “STEAP-1 v.15”). El codén de la metionina inicial esta
subrayado. La fase de lectura abierta se extiende desde el &cido nucleico 96 al 872 incluyendo el codén de
terminacion. En la Figura 2P se muestra la secuencia de ADNc y de aminodcidos de la variante 16 de STEAP-1
(también denominada “STEAP-1 v.16”). El cod6n de la metionina inicial estd subrayado. La fase de lectura
abierta se extiende desde el acido nucleico 96 al 872 incluyendo el codén de terminacion. En la Figura 2Q se
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muestra la secuencia de ADNc y de aminoacidos de la variante 17 de STEAP-1 (también denominada “STEAP-1
v.17”). El codén de la metionina inicial esta subrayado. La fase de lectura abierta se extiende desde el acido
nucleico 96 al 872 incluyendo el codon de terminacién. Tal como se usa en el presente documento, una
referencia a STEAP-1 incluye todas sus variantes, incluyendo las que se muestran en las Figuras 10y 12.

Figura 3. En la Figura 3A se muestra la secuencia de aminoacidos de STEAP-1 v.1; tiene 339 aminoacidos. En
la Figura 3B se muestra la secuencia de aminodcidos de STEAP-1 v.2; tiene 258 aminodcidos. En la Figura 3C
se muestra la secuencia de aminoacidos de STEAP-1 v.3; tiene 282 aminoacidos. En la Figura 3D se muestra la
secuencia de aminoacidos de STEAP-1 v.4; tiene 258 aminoacidos. Tal como se usa en el presente documento,
una referencia a STEAP-1 incluye todas sus variantes, incluyendo las que se muestran en la Figura 11.

Figura 4. En la Figura 4A se muestra el alineamiento de la secuencia de aminoacidos de STEAP-1 v.1 con la
proteina relacionada con adipocitos inducida por TNFa de ratén (gi/16905133/). En la Figura 4B se muestra el
alineamiento de la secuencia de aminoacidos de STEAP-1 v.1 con la proteina pHyde de rata (gi/21717665/). La
Figura 4C muestra la Homologia de STEAP-1 con el antigeno epitelial de seis dominios transmembrana de la
prostata de ratdn (gi|20820492|).

Figura 5. (5) Perfil de hidrofilicidad de aminoécidos de la variante 1 de STEAP-1. (5A) Perfil de hidrofilicidad de
aminoacidos de la variante 3 de STEAP-1, determinado por analisis de secuencias mediante algoritmo
informatico usando el método de Hopp y Woods (Hopp T. P., Woods K. R., 1981. Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU.
78: 3824-3828) al cual se accede desde pagina web ProtScale localizada en la red informatica mundial (www)
URL ch/cgi-bin/protscale.pl) a través del servidor de biologia molecular ExPasy.

Figura 6. (6) Perfil de hidropaticidad de amino&cidos de la variante 1 de STEAP-1. (6A) Perfil de hidropaticidad
de aminoacidos de la variante 3 de STEAP-1, determinado por andlisis de secuencias mediante algoritmo
informatico usando el método de Kyte y Doolittle (Kyte J., Doolittle R. F., 1982. J. Mol. Biol. 157: 105-132) al cual
se accede desde la pagina web ProtScale localizada en la URL de la red informatica mundial (www)
expasy.ch/cgi-bin/protscale.pl) a través del servidor de biologia molecular ExPasy.

Figura 7. (7) Perfil del porcentaje de restos de aminoacidos accesibles de la variante 1 de STEAP-1. (7A) Perfil
del porcentaje de restos de aminoacidos accesibles de la variante 3 de STEAP-1, determinado por analisis de
secuencias mediante algoritmo informatico usando el método de Janin (Janin J., 1979 Nature 277: 491-492) al
cual se accede desde la pagina web de ProtScale localizada en la URL de la red informatica mundial (www)
expasy.ch/cgi-binlprotscale.pl) a través del servidor de biologia molecular ExPasy.

Figura 8. (8) Perfil de flexibilidad promedio de aminoacidos de la variante 1 de STEAP-1. (8A) Perfil de
flexibilidad promedio de amino&cidos de la variante 3 de STEAP-1, determinado por analisis de secuencias
mediante algoritmo informatico usando el método de Bhaskaran y Ponnuswamy (Bhaskaran R., y Ponnuswamy
P. K., 1988. Int. J. Pept Protein Res. 32: 242-255) al cual se accede desde la pagina web de ProtScale localizada
en la URL de la red informatica mundial (www) expasy.ch/cgi-bin/protscale.pl) a través del servidor de biologia
molecular ExPasy.

Figura 9. (9) Perfil de aminoacidos del giro beta de la variante 1 de STEAP-1. (9A) Perfil de aminoacidos del giro
beta de la variante 3 de STEAP-1, determinado por andlisis de secuencias mediante algoritmo informatico
usando el método de Deleage y Roux (Deleage, G., Roux B. 1987 Protein Engineering 1: 289-294) al cual se
accede desde la pagina web de ProtScale localizada en la URL de la red informatica mundial (www)
expasy.ch/cgi-bin/protscale.pl) a través del servidor de biologia molecular ExPasy.

Figura 10. Alineamiento esquematico de variantes de los SNP de 8P1D4. Las variantes de 8P1D4 v.4 av.17 son
variantes con diferencias de un solo nucleétido en comparacion 8P1D4 v.2. Aunque estas variantes de los SNP
se muestran de forma separada, también podrian aparecer en cualquiera de las combinaciones y en cualquiera
de las variantes transcripcionales que contengan los pares de bases, por ejemplo, 8P1D4 v.1 y v.3. Los nimeros
corresponden a los de 8P1D4 v.2. El recuadro de color negro muestra la misma secuencia que 8P1D4 v.2. Los
SNP se indican encima del recuadro.

Figura 11. Composiciones exoénicas de variantes transcripcionales de 8P1D4. Esta Figura muestra la estructura
de variantes transcripcionales sin la cola poli A. Las variantes de 8P1D4 v.1, v.2 y v.3 son variantes
transcripcionales que comparten los mismos exones 2 y 3. El primer exén de 8P1D4 v.1 es 30 bases mas corto
en el extremo 5’ que los primeros exones de las otras dos variantes transcripcionales. El cuarto exén de 8P1D4
v.2 es el mismo que el exdn 4 combinado, intron 4 y exén 5 de 8P1D4 v.1. En comparacién con 8P1D4 v.1, la
variante 8P1D4 v.3 tiene un ex6n adicional de corte y empalme del intron 4 de 8P1D4 v.1. Las longitudes de los
intrones y los exones no son proporcionales.

Figura 12. Alineamiento esquematico de variantes proteicas de 8P1D4. Las variantes proteicas corresponden a
variantes de nuclettidos. Las variantes nucleotidicas 8P1D4 v.5 a v.17 de la Figura 10 codifican la misma
proteina que 8P1D4 v.2. Las proteinas traducidas de las variantes transcripcionales 8P1D4 v.1 y v.3 tal como se
muestra en la Figura 11 pueden contener el aminoacido F (Phe) o L (Leu) en la posiciéon 169. Las diferencias de
un solo aminoacidos se indican encima de los recuadros. Los recuadros de color negro representan la misma
secuencia que 8P1D4 v.1. Los recuadros con patrones de relleno diferentes muestran secuencias diferentes. Los
nuameros debajo de cada recuadro corresponden a 8P1D4 v.1

Figura 13. Figuras 13(a) - (c). Prediccion de la estructura secundaria y de dominios transmembrana de las
variantes de la proteina 8P1D4. La estructura secundaria de las variantes 1 (SEC ID N%: 93), 2 (SEC ID N%: 94) y
3 (SEC ID N@: 95) de la proteina 8P1D4; (Figuras 13a-13c, respectivamente) de la proteina 8P1D4 se predijeron
usando el método jerarquico de la Red Neural- HNN (Guermeur,1997,http:/fpbil.ibcp:fr/icgi-
bin/npsa_automat.pl?page=npsa_nn.html), al cual se accede desde el servidor de biologia molecular ExPasy
localizado en la red informatica mundial (www) (.expasy.ch/tools/). Este método predice la presencia y
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localizacién de hélices alfa, cadenas extendidas, y enrollamientos aleatorios de la secuencia de la proteina
primaria. También se lista el porcentaje de la proteina en una secundaria determinada. Figuras 13(d), 13(f), y
13(h): representaciones esquematicas de la probabilidad de existencia de regiones transmembrana y la
orientacion de las variantes 1-3 de 8P1D4, (Figuras 13(d), 13(f) y 13(h) respectivamente, basandose en el
algoritmo TMpred de Hofmann y Stoffel que utiliza TMBASE (K. Hofmann, W. Stoffel. TMBASE - A database of
membrane spanning protein segments Biol. Chem. Hoppe-Seyler 374: 166, 1993). Figuras 13(e), 13(g), y 13(i):
representaciones esquematicas de la probabilidad de la existencia de regiones transmembrana y la orientacion
extracelular e intracelular de las variantes 1-3 de 8P1D4, Figuras 13(e), 13(g), y 13(i) respectivamente,
basandose en el algoritmo TMHMM de Sonnhammer, von Heijne y Krogh (Erik L. L. Sonnhammer, Gunnar von
Heijne, y Anders Krogh: A hidden Markov model for predicting transmembrane helices in protein sequences. In
Proc. of Sixth Int. Conf. On Intelligent Systems for Molecular Biology, pags 175-182 Ed J. Glasgow, T. Littlejohn,
F. Major, R. Lathrop, D. Sankoff, y C. Sensen Menlo Park, CA: AAAI Press, 1998). A los algoritmos TMpred y
TMHMM se accede desde el servidor de biologia molecular ExPasy localizado en la red informatica mundial
(www) (.expasy.ch/tools/).

Figura 14. Expresion de STEAP-1 en especimenes de pacientes con cancer de estomago. Se extrajo ARN de
estébmago normal (N) y de 10 especimenes diferentes de pacientes con cancer de estdmago (T). Con la
secuencia de STEAP-1 se exploré la transferencia de Northern con 10 pg de ARN total/carril. Los resultados
muestran fuerte expresion de una STEAP-1 de aproximadamente 1,6 kb en los tejidos de tumor de estémago.
Los paneles inferiores representan una tinciéon con bromuro de etidio de la transferencia mostrando la calidad de
las muestras de ARN.

Figura 15. Expresion de STEAP-1 en tejidos de pacientes con cancer rectal. Se extrajo ARN de recto normal (N),
de tumores (T) de pacientes con cancer rectal y de metastasis (M) de cancer rectal. Las transferencias de
Northern se exploraron con 10 pg de ARN total con la secuencia de STEAP-1. Los resultados muestran una
fuerte expresion de STEAP-1 en los tejidos de los pacientes con cancer rectal. El panel inferior representa una
tincién con bromuro de etidio de la transferencia que muestra la calidad de las muestras de ARN.

Figura 16. (A) Expresién de STEAP-1 en células endoteliales de vena de cordén umbilical humano (HUVEC,
siglas en inglés). Se prepard6 ADNc de la primera cadena a partir de células HUVEC, de xenoinjertos de cancer
de prostata LAPC-4AD y LAPC-9AD, asi como de tejidos de cerebro humano. La normalizacién se realizé
mediante PCR usando cebadores para actina y GAPDH. La PCR semicuantitativa se realizé a 27 y 30 ciclos de
amplificacion usando cebadores para STEAP-1. Como control, en (B) se muestra una PCR usando cebadores
para actina. Los resultados muestran una fuerte expresién de STEAP-1 en células HUVEC similar a la expresién
detectada en tejidos de xenoinjertos de cancer de préstata. La expresién de STEAP-1 en células HUVEC indica
que, seleccionando como diana STEAP-1, podrian también seleccionarse como diana, células endoteliales de la
neovasculatura tumoral.

Figura 17. Muestra que STEAP-1 aumenté el flujo de calcio en respuesta al LPA.

Figura 18. Muestra que el transporte de calcio mediado por STEAP-1 regula el crecimiento de cancer de préstata
mediante la regulacién de los niveles intracelulares de calcio.

Figura 19. La figura demuestra que STEAP-1 media la transferencia de la molécula pequefna calceina entre
células adyacentes, y de ese modo regula la comunicacion célula-célula en células de cancer de préstata. Los
resultados demostraron que mientras que las células PC3 control (sin expresion detectable de la proteina
STEAP-1) muestran poca transferencia de calceina, la expresién de STEAP-1 permite la transferencia de
moléculas pequefas entre células, de este modo las células receptoras inicialmente rojas toman un color
parduzco, y co-localiza las moléculas rojas y verdes.

Figura 20. La figura demuestra que STEAP-1 media la transferencia de la molécula pequefna calceina entre
células adyacentes, y de este modo regula la comunicacién célula-célula en células de cancer de préstata. La
figura muestra la comunicacion célula-célula mediada por STEAP-1 de manera dependiente del tiempo, donde se
observa poca transferencia en células PC3-STEAP-1 a las 6 horas y mucha transferencia a las 24 horas.

Figura 21. Esta figura muestra como la expresion de STEAP-1 es suficiente para regular rutas de sefalizacion
especificas que no estan activas de otro modo en células PCR3 en reposo, el efecto de estos genes sobre la
activacién de la cascada de p38 MAPK se investigo6 en la linea celular de cancer de préstata PC3. La Figura 21A
muestra que mientras la expresion del gen de control neo no tuvo efecto sobre la fosforilacion de p38, la
expresion de STEAP-1 en células PC3 que es suficiente para inducir la activacién de la ruta de p38. La Figura
21B muestra los resultados que se verificaron usando transferencia de western con un anticuerpo anti-p38, que
muestra la misma carga de proteina en los geles.

Figura 22. Esta figura muestra la suficiencia de la expresién de STEAP-1 en la linea celular de cancer de
prostata PC3 para activar la ruta mitogénica de MAPK, en particular la cascada de ERK. La Figura 22A muestra
que mientras la expresion del gen de control neo no tuvo efecto sobre la fosforilacion de ERK, la expresion de
STEAP-1 en las células PC3 es suficiente para inducir un aumento en la fosforilacion de ERK. La Figura 22B
muestra estos resultados que se verificaron usando una transferencia de western anti-ERK y confirma la
activacion de la ruta de ERK mediante STEAP-1 y STEAP-2.

Figura 23. Muestra la expresién necesaria de STEAP-1 en células Donantes y Receptoras.

Figura 24. Muestra que la introduccién de ARNi especifico de STEAP-1 reduce la expresion de STEAP-1 en
células recombinantes 3T3 y Rat-1. La inmunotincion de células completas revelé que el ARNi de STEAP-1
redujo la expresion de STEAP-1 en células Rat-1 y 3T3. Esta reducciéon se confirmd mediante analisis de
transferencia de Western en el que la proteina STEAP-1 se redujo sustancialmente en células tratadas con ARNi
de STEAP-1 respecto a las células control y a las no tratadas.
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Figura 25. Muestra que el ARNi reduce la expresién endogena de STEAP-1 en el cancer de préstata y en la
linea celular LNCaP.

Descripcion detallada de la invencion

Explicacion esqguematica de las secciones

I.) Definiciones

Il.) Polinucleétidos de STEAP-1

I.LA.) Usos de los Polinucleotidos de STEAP-1
Il.A.1.) Control de Anomalias Genéticas
ILA.2.) Antisentido

I.LA3.) Cebadores y Pares de Cebadores

I.A.4.) Aislamiento de Moléculas de Acido Nucleico que Codifican STEAP-1

I.A.5.) Moléculas de Acido Nucleico Recombinante y Sistemas de Vector-Hospedador
lll.) Proteinas relacionadas con STEAP-1

lll.LA.) Proteinas que contienen Motivos

lll.B.) Expresion de Proteinas relacionadas con STEAP-1
lll.C.) Modificaciones de Proteinas relacionadas con STEAP-1
ll.D.) Usos de Proteinas relacionadas con STEAP-1

IV.) Anticuerpos de STEAP-1

V.) Respuestas Inmunitarias Celulares de STEAP-1

VI.) Animales Transgénicos de STEAP-1

VIl.) Métodos de Deteccion de STEAP-1

VIIl.) Métodos de Control del Estado de Genes relacionados con STEAP-1 y Sus Productos
I1X.) Identificacion de Moléculas Que Interaccionan Con STEAP-1

X.) Métodos Terapéuticos y Composiciones

X.A.) Vacunas Anti-Cancer

X.B.) STEAP-1 como una Diana para Terapias Basadas en Anticuerpos
X.C.) STEAP-1 como una Diana para Respuestas Inmunitarias Celulares
X.C.1. Vacunas Minigénicas

X.C.2. Combinaciones de Péptidos CTL con Péptidos Auxiliares
X.C.3. Combinaciones de Péptidos CTL con Agentes Cebadores de Células T

X.C.4. Composiciones de Vacunas que Comprenden DC Pulsado con Péptidos CTL y/o HTL
X.D.) Inmunoterapia Adoptiva

X.E.) Administracion de Vacunas para Fines Terapéuticos y Profilacticos
Xl.) Usos de Diagndstico y Prondstico de STEAP-1.
XIl.) Inhibicion de la Funcion de la Proteina STEAP-1

XILLA.) Inhibicion de STEAP-1 Con Anticuerpos Intracelulares

XII.B.) Inhibicion de STEAP-1 con Proteinas Recombinantes

XII.C.) Inhibicion de la Transcripcion o Traduccion de STEAP-1

XIl.D.) Consideraciones Generales de Estrategias Terapéuticas
XIll.) KITS/Articulos de Fabricacion

l.) Definiciones:

A menos que se defina otra cosa, todos los términos de la técnica, anotaciones y otros términos cientificos o
terminologia usada en el presente documento, pretenden tener los significados que cominmente entienden los
expertos en la materia a la que pertenece esta invencién. En algunos casos, en el presente documento, se definen
términos con significados cominmente entendidos para esclarecer y/o facilitar una referencia, y no debe
interpretarse que la inclusién de dichas definiciones en el presente documento represente una diferencia sustancial
sobre lo que se entiende generalmente en la técnica. Muchas de las técnicas y procedimientos que se describen o
se mencionan en el presente documento son muy conocidos y empleados cominmente por los expertos en la
materia, usando metodologia convencional, tales como, por ejemplo, las metodologias de clonacién molecular
ampliamente utilizadas descritas en Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual 22 edicién (1989) Cold
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Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y. Segun sea apropiado, a menos que se indique lo
contrario, los procedimientos que impliquen el uso de kits y reactivos disponibles en el comercio se realizan
generalmente de acuerdo con los protocolos y/o parametros definidos por el fabricante.

Las expresiones “cancer de prostata avanzado”, “cancer de prostata localmente avanzado”, “enfermedad avanzada”
y “enfermedad localmente avanzada” significan canceres de préstata que se han extendido a través de la capsula de
la préstata, y se entiende que incluyen el estadio C de la enfermedad en el sistema de la American Urological
Association (AUA), el estadio C1 - C2 de la enfermedad del sistema de Whitmore-Jewett, y el estadio T3 - T4 y N+
de la enfermedad en el sistema de TNM (tumor, nédulo, metastasis). En general, la cirugia no esta recomendada en
pacientes con enfermedad localmente avanzada, y estos pacientes tienen desenlaces sustancialmente menos
favorables en comparacion con los pacientes que tienen cancer de prdéstata clinicamente localizado (confinado en un
organo). La enfermedad localmente avanzada se identifica clinicamente por evidencia palpable de endurecimiento
mas alla del margen lateral de la prostata, o asimetria o endurecimiento por encima de la base de la prostata. En la
actualidad, el cancer de prostata localmente avanzado se diagnostica patolégicamente después de prostatectomia
radical si el tumor invade o penetra en la capsula prostatica, se extiende en el margen quirlrgico, o invade las
vesiculas seminales.

Para los fines del presente documento, la frase “alteracion del patréon de glucosilacién nativo” pretende significar
suprimir uno 0 mas restos de carbohidrato encontrados en la secuencia nativa de STEAP-1 (bien eliminando el sitio
de glucosilacion subyacente o suprimiendo la glucosilacién por medios quimicos y/o enzimaticos), y/o afiadiendo uno
0 mas sitios de glucosilacion que no estan presentes en la secuencia nativa de STEAP-1. Ademas, la frase incluye
cambios cualitativos en la glucosilacion de las proteinas nativas, que implican un cambio en la naturaleza y
proporciones de los diversos restos de carbohidrato presentes.

El término “analogo” se refiere a una molécula que es estructuralmente similar o comparte atributos similares o
correspondientes con otra molécula (por ejemplo, una proteina relacionada con STEAP-1). Por ejemplo, un analogo
de una proteina STEAP-1 puede unirse especificamente mediante un anticuerpo o célula T que se une
especificamente a STEAP-1.

El término “anticuerpo” se usa en el mas amplio sentido. Por lo tanto, un “anticuerpo” puede ser de origen natural o
puede estar fabricado por el hombre, tal como los anticuerpos monoclonales producidos por tecnologia de hibridoma
convencional. Los anticuerpos anti-STEAP-1 comprenden anticuerpos monoclonales y policlonales asi como
fragmentos que contienen el dominio de unién a antigeno y/o una o0 mas regiones determinantes de la
complementariedad de estos anticuerpos.

Un “fragmento de anticuerpo” se define como al menos una porcién de la regién variable de la molécula de
inmunoglobulina que se une a su diana, es decir, la region de unién a antigeno. En una realizacién esto incluye
especificamente anticuerpos sencillos anti-STEAP-1 y clones de los mismos (incluyendo anticuerpos agonistas,
antagonistas y neutralizantes) y composiciones de anticuerpos anti-STEAP-1 con especificidad poliepitopica.

La expresion “secuencias con codones optimizados” se refiere a secuencias de nucleétidos que se han optimizado
para una especie hospedadora en particular, reemplazando cualquier codén que tenga una frecuencia de uso menor
de aproximadamente 20 %. Las secuencias de nucleétidos que se han optimizado para la expresién en una especie
hospedadora determinada, por eliminacién de secuencias de poliadenilacion falsas, eliminacién de sefales de corte
y empalme de exdn/intron, eliminacion de repeticiones similares a transposones y/u optimizacién del contenido en
GC, ademas de la optimizacion del codén, se mencionan en el presente documento como “secuencias de expresion
potenciada”.

La expresion “agente citotdxico” se refiere a una sustancia que inhibe o impide la actividad de expresion de las
células, la funcién de las células y/o causa la destruccién de las células. La expresion pretende incluir isétopos
radiactivos, agentes quimioterapéuticos y toxinas, tales como toxinas de molécula pequefia o toxinas
enzimaticamente activas de origen bacteriano, fungico, vegetal o animal, incluyendo sus fragmentos y/o variantes.
Los ejemplos de agentes citotdxicos incluyen, pero sin limitacion, auristatinas, auromicinas, maitansinoides, itrio,
bismuto, ricino, cadena A de ricino, combrestatina, duocarmicinas, dolostatinas, doxorrubicina, daunorrubicina, taxol,
cisplatino, cc1065, bromuro de etidio, mitomicina, etopdsido, tenopdsido, vincristina, vinblastina, colchicina, dihidroxi
antracin diona, actinomicina, toxina diftérica, exotoxina A de Pseudomonas (PE), PE40, abrina, cadena A de abrina,
cadena A de modeccina, alfa-sarcina, gelonina, mitogelina, retstrictocina, fenomicina, enomicina, curicina, crotina,
calicamicina, inhibidor de Saponaria officinalis, y glucocorticoides y otros agentes quimioterapéuticos, asi como
radioisotopos tales como A", 131 1'% Y% Re'®, Re'®®, sm'™ Bi#'? © 2™ P% ¢ isttopos radiactivos de Lu
incluyendo Lu'”’. Los anticuerpos también pueden conjugarse con enzimas activadoras de profarmacos
anticancerosos capaces de convertir el profarmaco en su forma activa.

El término “homdlogo” se refiere a una molécula que muestra homologia con otra molécula, por ejemplo, que tiene
secuencias de restos quimicos que son iguales o similares en las posiciones correspondientes.

El “Antigeno Leucocitario Humano” o “HLA” (siglas en inglés) es una proteina del Complejo Mayor de
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Histocompatibilidad (MHC) Humano de clase | o clase Il (véase, por ejemplo, Stites, et al., IMMUNOLOGY, 82 ED.,
Lange Publishing, Los Altos, CA (1994).

Los términos “hibridar”, “hibridacion”, “hibrida” y similares, usados en el contexto de polinucleétidos, significa que se
refieren a condiciones de hibridacion convencionales, preferentemente tales como hibridacion en formamida al 50
%/6XSSC/SDS al 0,1 %/ADNmc 100 ug/ml, en las que las temperaturas de hibridacién estan por encima de 37
grados C y las temperaturas de lavado en 0,1XSSC/SDS al 0,15 estan por encima de 55 grados C.

El término “aislado/a” o la frase “biolégicamente puro/a” se refieren a material que esta sustancialmente o
esencialmente libre de componentes que normalmente acompanan al material tal como se encuentra en su estado
nativo. Por lo tanto, los péptidos aislados de acuerdo con la invencién no contienen preferentemente materiales
normalmente asociados con los péptidos en su entorno in situ. Por ejemplo, se dice que un polinucleétido esta
“aislado” cuando se separa sustancialmente de polinucleétidos contaminantes que se corresponden o que son
complementarios a genes distintos de los genes de STEAP-1 o que codifican polipéptidos distintos al producto
génico de STEAP-1 o sus fragmentos. Un experto en la materia puede emplear faciimente procedimientos de
aislamiento de acidos nucleicos para obtener un polinucleétido de STEAP-1 aislado. Se dice que una proteina esta
“aislada”, por ejemplo, cuando se emplean métodos fisicos, mecanicos o quimicos para retirar las proteinas STEAP-
1 de sus constituyentes celulares que estan normalmente asociados con la proteina. Un experto en la materia puede
emplear facilmente métodos de purificacién convencionales para obtener una proteina STEAP-1 aislada. Como
alternativa, una proteina aislada puede prepararse mediante medios quimicos.

El término “mamifero” se refiere a cualquier organismo clasificado como un mamifero, incluyendo ratones, ratas,
conejos, perros, gatos, vacas, caballos y seres humanos. En una realizaciéon de la invencién, el mamifero es un
raton. EI mamifero puede ser un ser humano.

Las expresiones “cancer de préstata metastasico” y “enfermedad metastasica” significan canceres de prostata que
se han diseminado a ganglios linfaticos regiones o a sitios distantes, y se entiende que incluyen el estadio D de la
enfermedad en el sistema AUA y el estadio TxNxM+ en el sistema TNM. Como ocurre en el caso del cancer de
prostata localmente avanzado, generalmente la cirugia no esta indicada para pacientes con enfermedad
metastasica, y la terapia hormonal (ablacién androgénica) es una modalidad de tratamiento preferida. Los pacientes
con cancer de prostata metastasico eventualmente desarrollan un estado refractario androgénico en el plazo de 12 a
18 meses de iniciar el tratamiento. Aproximadamente la mitad de estos pacientes refractarios a andrégenos mueren
en el plazo de 6 meses después de desarrollar este estado. El sitio mas comuln para la metastasis del cancer de
préstata es el hueso. Las metastasis 6seas de cancer de préstata son a menudo osteoblasticas en lugar de
osteoliticas (es decir, dan como resultado la formacién neta de hueso). Las metastasis éseas se encuentran mas
frecuentemente en la columna vertebral, seguido del fémur, la pelvis, la caja toracica, el craneo y el humero. Otros
sitios comunes para las metastasis incluyen los ganglios linfaticos, los pulmones, el higado y el cerebro. El cancer de
prostata metastasico se diagnostica normalmente por linfadenectomia pélvica laparoscépica o abierta, escaneos
corporales completos con radionuclidos, radiografia esquelética, y/o biopsia de lesién ésea.

La expresién “anticuerpo monoclonal” se refiere a un anticuerpo que se obtiene una poblacién de anticuerpos
sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos que comprenden la poblacién son idénticos excepto por
posibles mutaciones de origen natural que estan presentes en menores cantidades.

Un “motivo”, tal como en el motivo biolégico de una proteina relacionada con STEAP-1, se refiere a cualquier patron
de aminoacidos que forma parte de la secuencia primaria de una proteina, que se asocia con una funcién particular
(por ejemplo, interaccion proteina-proteina, interaccién proteina-ADN, etc.) o modificacion (por ejemplo, que esta
fosforilada, glucosilada o amidada), o localizacion (por ejemplo, secuencia secretora, secuencia de localizacion
nuclear, etc.) o una secuencia que se correlaciona con ser inmunogénica, bien humoralmente o celularmente. Un
motivo puede ser bien continuo o capaz de alinearse con determinadas posiciones que estan generalmente
correlacionadas con una funcién o propiedad determinada. En el contexto de motivos de HLA, “motivo” se refiere al
patrén de restos de un péptido de longitud definida, habitualmente un péptido de aproximadamente 8 a
aproximadamente 13 amino&cidos para un motivo de HLA de clase | y de aproximadamente 6 a aproximadamente
25 aminoacidos para un motivo de HLA de clase Il, que reconoce una molécula de HLA particular. Los motivos
peptidicos para la unién a HLA son normalmente diferentes para cada proteina codificada por cada alelo de HLA
humano y difieren en el patrdn de restos de anclaje primario y secundario.

Un “excipiente farmacéutico” comprende un material, tal como un adyuvante, un vehiculo, agentes ajustadores de
pH y tamponadores, agentes ajustadores de tonicidad, agentes humectantes, conservantes, y similares.

“Farmacéuticamente aceptable” se refiere a una composicion no téxica, inerte, que es fisiolégicamente compatible
con los seres humanos o con otros mamiferos.

El término “polinucledtido”, significa una forma polimérica de nucleétidos de al menos 10 bases o pares de bases de

longitud, bien ribonucleétidos o desoxinucleétidos o una forma modificada de cualquier tipo de nucleétido, y significa
que incluye formas de ADN y/o ARN mono y bicatenarias. En la técnica, este término se usa a menudo

10



10

15

20

25

ES 2537074 T3

indistintamente con “oligonucleétido”. Un polinucleétido puede comprender una secuencia de nucleétidos que se
divulga en el presente documento en el que la timidina (T), tal como se muestra, por ejemplo, en la Figura 2, puede
ser también uracilo (U); esta definicion se aplica a las diferencias entre las estructuras quimicas del ADN y ARN, en
particular la observacién de que en el ARN, una de las cuatro bases principales es el uracilo (U) en lugar de la
timidina (T).

El término “polipéptido” significa un polimero de al menos aproximadamente 4, 5, 6, 7 u 8 aminoacidos. A lo largo de
la memoria descriptiva, se usan designaciones convencionales de tres letras o de una sola letra para los
aminoacidos. En la técnica, este término se usa a menudo indistintamente con “péptido” o “proteina”.

Un “resto de anclaje primario” del HLA es un aminodacido en una posicién especifica a lo largo de una secuencia
peptidica que se entiende que proporciona un punto de contacto entre el péptido inmunogénico y la molécula de
HLA. De uno a tres, habitualmente dos, restos de anclaje primario dentro de un péptido de longitud definida
generalmente definen un “motivo” para un péptido inmunogénico. Se entiende que estos restos se ajustan en
estrecho contacto con el surco de unién peptidica de una molécula de HLA, con sus cadenas laterales ocultas en
bolsillos especificos del surco de unién. En una realizacion, por ejemplo, los restos de anclaje primario para una
molécula de HLA de clase | se localizan en la posicidon 2 (desde la posicion amino terminal) y en la posicién carboxilo
terminal de un epitopo peptidico de 8, 9, 10, 11 o0 12 restos de acuerdo con la invencion. En otra realizacion, por
ejemplo, los restos de anclaje primario de un péptido que se unira a una molécula de HLA de clase Il se separan
entre si, en lugar de con el extremo de un péptido, donde el péptido tiene generalmente una longitud de al menos 9
aminoacidos. Las posiciones de anclaje primario de cada motivo y supermotivo se exponen en la Tabla IV. Por
ejemplo, pueden crearse péptidos analogos alterando la presencia o ausencia de restos particulares en las
posiciones de anclaje primario y/o secundario mostradas en la Tabla IV. Dichos analogos se usan para modular la
afinidad de unién y/o cobertura de poblaciéon de un péptido que comprende un motivo o supermotivo particular de
HLA.

Los “radiois6topos” incluyen, pero sin limitacién, los siguientes (también se exponen usos ejemplares no limitantes):

Ejemplos de Is6topos Médicos:
Isétopo
Descripcién de uso

Actinio-225
(AC-225)
Véase Torio-229 (Th-229)

Actinio-227

(AC-227)

Parental del Radio-223 (Ra-223) que es un emisor alfa usado para tratar metastasis en el esqueleto producidas
por cancer (es decir, canceres de mama y prostata), y radioinmunoterapia contra el cancer.

Bismuto-212
(Bi-212)
Véase Torio-228 (Th-228)

Bismuto-213
(Bi-213)
Véase Torio-229 (Th-229)

Cadmio-109
(Cd-109)
Deteccién del cancer

Cobalto-60

(Co-60)

Fuente de radiacion para radioterapia del cancer, para irradiacion de alimentos, y para la esterilizacion de
suministros médicos

Cobre-64
(Cu-64)
Un emisor de positrones que se usa para terapia contra el cancer y formacion de imagenes SPECT

Cobre-67

(Cu-67)

Un emisor beta/gamma que se usa en radioinmunoterapia contra el cancer y estudios diagnoésticos (es decir,
canceres de mama y colon, y linfoma)
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Disprosio-166
(Dy-166)
Radioinmunoterapia contra el cancer

Erbio-169

(Er-169)

Tratamiento de artritis reumatoide, particularmente para las articulaciones pequefias asociadas con los dedos
de las manos y de los pies

Europio-152
(Eu-152)
Fuente de radiacién para irradiacion de alimentos y para la esterilizacion de suministros médicos

Europio-154
(Eu-154)
Fuente de radiacién para irradiacion de alimentos y para la esterilizacién de suministros médicos

Gadolinio-133
(Gd-153)
Deteccion de osteoporosis y dispositivos con garantia de calidad médica nuclear

Oro-198
(Au-198)
Implante y Terapia intracavitaria de canceres de ovario, préstata y cerebro

Holmio-166

(Ho-166)

Tratamiento del mieloma mudltiple en terapia dirigida al esqueleto, radioinmunoterapia contra el cancer, ablacién
de médula 6sea, y tratamiento de la artritis reumatoide

Yodo-125

(I-125)

Deteccion de osteoporosis, formacién de imagenes de diagnéstico, farmacos traza, tratamiento del céancer
cerebral, radiomarcaje, formacién de imagenes tumorales, mapeo de receptores cerebrales, radioterapia
intersticial, braquiterapia para el tratamiento del cancer de préstata, determinaciéon de la tasa de filtracion
glomerular (TFG), determinacion del volumen plasmatico, deteccién de la trombosis venosa profunda de las
piernas

Yodo-131

(1-131)

Evaluacién de la funciéon del tiroides, deteccion de enfermedad del tiroides, tratamiento del cancer de tiroides asi
como otras enfermedades no malignas del tiroides (es decir, enfermedad de Graves, gota e hipertiroidismo),
tratamiento de leucemia, linfoma, y otras formas de cancer (por ejemplo, cancer de mama) usando
radioinmunoterapia

Iridio-192

(Ir-192)

Braquiterapia, tratamiento de tumor cerebral y de la médula espinal, tratamiento de arterias bloqueadas (es
decir, arterioesclerosis y restenosis), e implantes para tumores de mama y préstata

Lutetio-177

(Lu-177)

Radioinmunoterapia contra el cancer y tratamiento de arterias bloqueadas (es decir, arterioesclerosis y
restenosis)

Molibdeno-99

(Mo-99)

Parental del Tecnecio-99m (Tc-99m) que se usa para la formacion de imagenes del cerebro, higado, pulmones,
corazon y otros 6rganos. Actualmente, el Tc-99m es el radiois6topo de uso mas amplio para la formacion de
imagenes de diagnostico de diversos canceres y enfermedades que implican al cerebro, corazén, higado,
pulmones; también se usa en la deteccion de trombosis venosa profunda de las piernas

Osmio-194
(Os-194)
Radioinmunoterapia contra el cancer
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Paladio-103
(Pd-103)
Tratamiento del cancer de préstata

Platino-195m
(Pt-195m)
Estudios sobre biodistribucion y metabolismo de cisplatino, un farmaco quimioterapéutico

Fosforo-32

(P-32)

Tratamiento de policitemia vera (enfermedad de las células sanguineas) y de leucemia, tratamiento/diagnostico
de cancer de hueso; tratamiento de cancer de colon, pancreas e higado; radiomarcaje de acidos nucleicos para
investigacion in vitro, diagnéstico de tumores superficiales, tratamiento de arterias bloqueadas (es decir,
arterioesclerosis y restenosis), y terapia intracavitaria

Fosforo-33

(P-33)

Tratamiento de leucemia, diagnéstico/tratamiento de enfermedades éseas, radiomarcaje, y tratamiento de
arterias bloqueadas (es decir, arteriosclerosis y restenosis)

Radio-223
(Ra-223)
Véase Actinio-227 (Ac-227)

Renio-186

(Re-186)

Alivio del dolor por cancer de hueso, tratamiento de artritis reumatoide, y diagnéstico y tratamiento del linfoma y
canceres de hueso, mama e higado usando radioinmunoterapia

Renio-188

(Re-188)

Diagnostico y tratamiento del cancer usando radioinmunoterapia, alivio del dolor por cancer de hueso,
tratamiento de artritis reumatoide, y tratamiento de céncer de préstata

Rodio-105
(Rh-105)
Radioinmunoterapia contra el cancer

Samario-145
(Sm-145)
Tratamiento del cancer ocular

Samario-153
(Sm-153)
Radioinmunoterapia contra el cancer y alivio del dolor por cancer de hueso

Escandio-47
(Sc-47)
Radioinmunoterapia contra el cancer y alivio del dolor por cancer de hueso

Selenio-75

(Se-75)

Radiotrazador usado en estudios del cerebro, formacién de imagenes de la corteza adrenal por gamma
escintigrafia, localizaciones laterales de tumores secretores de esteroides, escaneo pancreatico, deteccion de
glandulas paratiroideas hiperactivas, medida de la tasa de pérdida de acido biliar del acervo endégeno

Estroncio-85
(Sr-85)
Deteccion de cancer de hueso y escaneo cerebral

Estroncio-89
(Sr-89)
Alivio del dolor por cancer de hueso, tratamiento del mieloma multiple, y terapia osteoblastica

Tecnecio-99m
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(Tc-99m)
Véase Molibdeno-99 (Mo-99)

Torio-228
(Th-228)
Parental del Bismuto-212 (Bi-212) que es un emisor alfa que se usa en radioinmunoterapia contra el cancer

Torio-229

(Th-229)

Parental del Actinio-225 (Ac-225) y precursor del Bismuto-213 (Bi-213) que son emisores alfa usados en
radioinmunoterapia contra el cancer

Tulio-170
(Tm-170)
Fuente gamma para irradiaciones de sangre, fuente de energia para dispositivos médicos implantados

Tin-117m
(Sn-117m)
Inmunoterapia contra el cancer y alivio del dolor por cancer de hueso

Tungsteno-188

(W-188)

Parental del Renio-188 (Re-188) que se usa para el diagnostico/tratamiento del cancer, alivio del dolor por
cancer de hueso, tratamiento de artritis reumatoide y tratamiento de arterias bloqueadas (es decir,
arterioesclerosis y restenosis)

Xenon-127

(Xe-127)

Formacién de imagenes neuronales de trastornos cerebrales, estudios SPECT de alta resolucién, ensayos de
funcién pulmonar, y estudios de flujo sanguineo cerebral

Iterbio-175
(Yb-175)
Radioinmunoterapia contra el cancer

Itrio-90
(Y-90)
Microsemillas obtenidas de la irradiacion con ltrio-89 (Y-89) para el tratamiento de cancer de higado

Itrio-91

(Y-91)

Un marcador emisor de rayos gamma para ltrio-90 (Y-90) que se usa para la inmunoterapia contra el cancer (es
decir, linfoma, canceres de mama, de colon, de rifién, de pulmén, de ovario, de prdstata, de pancreas y de
higado no operables)

Una molécula de ADN o de ARN ‘“recombinante” es una molécula de ADN o de ARN que se ha sometido a
manipulacién molecular in vitro.

Los ejemplos no limitantes de moléculas pequefias incluyen compuestos que se unen o interaccionan con STEAP-1,
ligandos incluyendo hormonas, neuropéptidos, quimiocinas, odorizantes, fosfolipidos, y equivalentes funcionales de
los mismos que se unen e inhiben preferentemente la funcién de la proteina STEAP-1. Dichas moléculas pequefias
no limitantes tienen preferentemente un peso molecular menor de aproximadamente 10 kDa, mas preferentemente
menor de aproximadamente 9, aproximadamente 8, aproximadamente 7, aproximadamente 6, aproximadamente 5 o
aproximadamente 4 kDa. Las moléculas pequefias que pueden asociarse fisicamente con, o unirse a, la proteina
STEAP-1; no se encuentran en rutas metabodlicas de origen natural; y/o son mas solubles en soluciones acuosas
que no acuosas.

La “rigurosidad” de las reacciones de hibridaciéon la determina facilmente un experto habitual en la materia, y
generalmente es un célculo empirico que depende de la longitud de la sonda, de la temperatura de lavado, y de la
concentracién de sales: en general, sondas mas largas requieren temperaturas mas altas para una hibridacion
apropiada, mientras que sondas mas cortas necesitan temperaturas mas bajas. La hibridacién generalmente
depende de la capacidad de las secuencias de los acidos nucleicos desnaturalizados para volver a hibridarse por
debajo de su temperatura de fusién cuando en un medio existen cadenas complementarias. A mayor grado de
homologia deseado entre la sonda y la secuencia hibridable, mayor sera la temperatura relativa que puede usarse.
Como resultado, se sigue que temperaturas relativamente altas podrian tender a hacer que las condiciones de
reaccion fuesen mas rigurosas, mientras que temperaturas mas bajas serian menos rigurosas. Para detalles
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adicionales y explicacion de la rigurosidad de las reacciones de hibridacién, véase Ausubel et al., Current Protocols
in Molecular Biology, Wiley Interscience Publishers, (1995).

Las “condiciones rigurosas” o “condiciones de alta rigurosidad”, tal como se definen en el presente documento, se
identifican por, pero no se limitan a, aquellas que: (1) emplean baja fuerza i6nica y alta temperatura de lavado, por
ejemplo cloruro sodico 0,015 M/citrato sédico 0,0015 M/dodecil sulfato sédico al 0,1 % a 50 °C; (2) emplean durante
la hibridacién un agente desnaturalizante, tal como formamida, por ejemplo, formamida al 50 % (v/v) con tampén de
albumina de suero bovino al 0,1 %/Ficoll al 0,1 %/polivinilpirrolidona al 0,1 %/fosfato sédico 50 mM a pH 6,5 con
cloruro sédico 750 mM, citrato sédico 75 mM a 42 °C; o (3) emplean formamida al 50 %, SSC 5 x (NaCl 0,75 M,
citrato sdédico 0,075 M), fosfato sédico 50 mM (pH 6,8), pirofosfato sddico al 0,1 %, solucion de Denhardt 5 x, ADN
de esperma de salmén sometido a ultrasonido (50 pug/ml), SDS al 0,1 %, y sulfato de dextrano al 10 % a 42 °C, con
lavados a 42 °C en SSC 0,2 x (cloruro sédico/citrato sodico) y formamida al 50 % a 55 °C, seguido de un lavado de
alta rigurosidad que consiste en SSC 0,1 x que contiene EDTA a 55 °C. Las “condiciones moderadamente
astringentes” se describen, pero sin limitacién, en Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Nueva
York: Cold Spring Harbor’ Press, 1989, e incluyen el uso de soluciones de lavado y condiciones de hibridacion (por
ejemplo, temperatura, fuerza iénica y % de SDS) menos rigurosas que las descritas anteriormente. Un ejemplo de
condiciones moderadamente rigurosas es la incubacion durante toda la noche a 37 °C en una soluciéon que
comprende: formamida al 20 %, SSC 5 x (NaCl 150 mM, citrato trisédico 15 mM), fosfato sédico 50 mM (pH 7,6),
solucion de Denhardt x, sulfato de dextrano al 10 %, y 20 mg/ml de ADN de esperma de salmén cortado
desnaturalizado, seguido del lavado de los filiros en SSC 1 x a aproximadamente 37-50 °C. El experto en la técnica
reconocera como ajustar la temperatura, fuerza idnica, etc. Segin sea necesario para ajustarse a factores tales
como la longitud de la sonda y similares.

Un “supermotivo” HLA es un péptido con especificidad de unién compartido por moléculas de HLA codificadas por
dos o0 mas alelos de HLA.

Como se usa en el presente documento, “tratar” o “terapéutico” y términos gramaticalmente relacionados, se refieren
a cualquier mejora de cualquier consecuencia de la enfermedad, tal como supervivencia prolongada, menor
morbilidad y/o una disminucién de los efectos secundarios que son los subproductos de una modalidad terapéutica
alternativa; no se requiere la erradicacién completa de la enfermedad.

Un “animal transgénico” (por ejemplo, un ratén o una rata) es un animal que tiene células que contienen un transgén,
cuyo transgén se introdujo en el animal o en un ancestro del animal en una fase prenatal, por ejemplo, una fase
embrionaria. Un “transgén” es un ADN que esta integrado en el genoma de una célula a partir de la cual se
desarrolla el animal.

Como se usa en el presente documento, una “vacuna” HLA o de respuesta inmunitaria celular es una composicion
que contiene o codifica uno o mas péptidos de la invencién. Existen numerosas realizaciones de dichas vacunas, tal
como un céctel de uno o mas péptidos individuales; uno o mas péptidos de la invencion que comprende un péptido
poliepitdpico; o acidos nucleicos que codifican dichos péptidos o polipéptidos individuales, por ejemplo, un minigen
que codifica un péptido poliepitopico. El “uno o mas péptidos” puede incluir cualquier unidad integradora completa de
1-150 o mas, por ejemplo, al menos 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80,
85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145 0 150 0 mas péptidos de la invencién. Los péptidos o
polipéptidos pueden modificarse opcionalmente, tal como por lipidacién, por adicién de secuencias diana u otras
secuencias. Los péptidos de HLA de clase | de la invencién pueden mezclarse con, o unirse a, péptidos de HLA de
clase I, para facilitar la activacion de linfocitos T tanto citotéxicos como auxiliares. Las vacunas de HLA también
pueden comprender células presentadoras de antigenos pulsadas por péptidos, por ejemplo, células dendriticas.

El término “variante” se refiere a una molécula que muestra una variaciéon de un tipo o norma descrito, tal como una
proteina que tiene uno o mas restos de aminoacidos distintos en la posicién (0 posiciones) correspondiente de una
proteina especificamente descrita (por ejemplo, la proteina STEAP-1 que se muestra en la Figura 2 o Figura 3). Un
andlogo es un ejemplo de una proteina variante. Las isoformas de corte y empalme y los polimorfismos
mononucleotidicos (SNP, Single Nucleotides Polymorphisms) son ejemplos adicionales de variantes.

Las “proteinas relacionadas con STEAP-1” de la invencién incluyen aquellas que se identifican especificamente en
el presente documento, asi como las variantes alélicas, variantes de sustitucién conservativa, analogos y homélogos
que pueden aislarse/generarse y caracterizarse sin excesiva experimentacion siguiendo los métodos que se explican
en el presente documento o que estan facilmente disponibles en la técnica. También se incluyen proteinas de fusién
que combinan partes de diferentes proteinas STEAP-1 o fragmentos de las mismas, asi como proteinas de fusiéon de
una proteina STEAP-1 y un polipéptido heterdlogo. Dichas proteinas STEAP-1 se mencionan conjuntamente como
las proteinas relacionadas con STEAP-1, las proteinas de la invencién, o STEAP-1. La expresion “proteina
relacionada con STEAP-1” se refiere a un fragmento polipeptidico o a una secuencia de proteina STEAP-1 de 4, 5,
6,7,8,9,10,11,12,13,14, 15,16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 0 mas de 25 aminodcido; o al menos 30, 35, 40,
45, 50, 55, 60, 65, 70, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170,
175, 180, 185, 190, 195, 200, 225, 250, 275, 300, 325, 350, 375, 400, 425, 450, 475, 500, 525, 550, 575, 600, 625,

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2537074 T3

650, 0 664 0 mas aminoacidos.
Il.) Polinucleétidos STEAP-1

En el presente documento se proporcionan polinucleétidos que corresponden o que son complementarios a toda o
parte de un gen, ARNm, y/o secuencia codificante de STEAP-1, preferentemente en forma aislada, incluyendo
polipéptidos que codifican una proteina relacionada con STEAP-1 y fragmentos de la misma, ADN, ARN, hibrido de
ADN/ARN, y moléculas relacionadas, polinucleétidos u oligonucleoétidos complementarios a un gen de STEAP-1 0 a
una secuencia de ARNm o una parte de la misma, y polinucleétidos u oligonucleétidos que se hibridan con un gen
de STEAP-1, ARNm, o con un polinucleétido que codifica STEAP-1 (conjuntamente, “polinucleétidos STEAP-1”). En
todos los casos cuando en la Figura 2 de esta seccion se hace referencia a las T también pueden ser U.

Los ejemplos de un polinucleétido de STEAP-1 incluyen: un polinucleétido de STEAP-1 que tiene una secuencia
mostrada en la Figura 2, la secuencia de nucleétidos de STEAP-1 como se muestra en la Figura 2 en la que T es U;
teniendo al menos 10 nucleétidos contiguos de un polinucleétido la secuencia como se muestra en la Figura 2; o,
teniendo al menos 10 nucleétidos contiguos de un polinucleétido que tiene la secuencia como se muestra en la
Figura 2 donde T es U. Los ejemplos de nucleétidos de STEAP-1 proporcionados en el presente documento
incluyen:

(I) un polinucleétido que comprende, consiste esencialmente en, o consiste en una secuencia como se muestra
en la Figura 2A, en la que T también puede ser U;

(1) un polinucleétido que comprende, consiste esencialmente en, o consiste en de la secuencia como se muestra
en la Figura 2A, desde el resto nucleotidico nimero 66 hasta el resto nucleotidico numero 1085, incluyendo el
codon de terminacion, en el que T también puede ser U;

(1) un polinucleétido que comprende, consiste esencialmente en, o consiste en la secuencia como se muestra
en la Figura 2B, desde el resto nucleotidico nimero 96 hasta el resto nucleotidico nimero 872, incluyendo el
codoén de terminacién, en el que T también puede ser U;

(IV) un polinucle6tido que comprende, consiste esencialmente en, o consiste en la secuencia como se muestra
en la Figura 2C, desde el resto nucleotidico nimero 96 hasta el resto nucleotidico nimero 944, incluyendo el
codon de terminacion, en el que T también puede ser U;

(V) un polinucleétido que comprende, consiste esencialmente en, o consiste en la secuencia como se muestra en
la Figura 2D, desde el resto nucleotidico nimero 96 hasta el resto nucleotidico nimero 872, incluyendo el codén
de terminacion, en el que T también puede ser U;

(V1) un polinucle6tido que comprende, consiste esencialmente en, o consiste en la secuencia como se muestra
en la Figura 2E, desde el resto nucleotidico nUmero 96 hasta el resto nucleotidico nimero 872, incluyendo el
codon de terminacion, en el que T también puede ser U;

(VIl) un polinucleétido que comprende, consiste esencialmente en, o consiste en la secuencia como se muestra
en la Figura 2F, desde el resto nucleotidico nimero 96 hasta el resto nucleotidico nimero 872, incluyendo el
codoén de terminacién, en el que T también puede ser U;

(VINI) un polinucleétido que comprende, consiste esencialmente en, o consiste en la secuencia como se muestra
en la Figura 2G, desde el resto nucleotidico nimero 96 hasta el resto nucleotidico nimero 872, incluyendo el
codon de terminacion, en el que T también puede ser U;

(IX) un polinucleétido que comprende, consiste esencialmente en, o consiste en la secuencia como se muestra
en la Figura 2H, desde el resto nucleotidico nimero 96 hasta el resto nucleotidico nimero 872, incluyendo el
codoén de terminacién, en el que T también puede ser U;

(X) un polinucleétido que comprende, consiste esencialmente en, o consiste en la secuencia como se muestra en
la Figura 2I, desde el resto nucleotidico nimero 96 hasta el resto nucleotidico nimero 872, incluyendo el codén
de terminacién, en el que T también puede ser U;

(XIl) un polinucleétido que comprende, consiste esencialmente en, o consiste en la secuencia como se muestra
en la Figura 2J, desde el resto nucleotidico nimero 96 hasta el resto nucleotidico nimero 872, incluyendo el
codoén de terminacién, en el que T también puede ser U;

(XIIl) un polinucleétido que comprende, consiste esencialmente en, o consiste en la secuencia como se muestra

en la Figura 2K, desde el resto nucleotidico nimero 96 hasta el resto nucleotidico nimero 872, incluyendo el
codoén de terminacion, en el que T también puede ser U;
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(XIV) un polinucleétido que comprende, consiste esencialmente en, o consiste en la secuencia como se muestra
en la Figura 2L, desde el resto nucleotidico nimero 96 hasta el resto nucleotidico nimero 872, incluyendo el
codén de terminacién, en el que T también puede ser U;

(XV) un polinucleotido que comprende, consiste esencialmente en, o consiste en la secuencia como se muestra
en la Figura 2M, desde el resto nucleotidico numero 96 hasta el resto nucleotidico nimero 872, incluyendo el
codoén de terminacion, en el que T también puede ser U;

(XVI) un polinucleétido que comprende, consiste esencialmente en, o consiste en la secuencia como se muestra
en la Figura 2N, desde el resto nucleotidico nimero 96 hasta el resto nucleotidico nimero 872, incluyendo el
codoén de terminacién, en el que T también puede ser U;

(XVII) un polinucleotido que comprende, consiste esencialmente en, o consiste en la secuencia como se muestra
en la Figura 20, desde el resto nucleotidico nimero 96 hasta el resto nucleotidico nimero 872, incluyendo el
codoén de terminacién, en el que T también puede ser U;

(XVII) un polinucleétido que comprende, consiste esencialmente en, o consiste en la secuencia como se
muestra en la Figura 2P, desde el resto nucleotidico nimero 96 hasta el resto nucleotidico nimero 872,
incluyendo el codon de terminacion, en el que T también puede ser U;

(XIX) un polinucleétido que comprende, consiste esencialmente en, o consiste en la secuencia como se muestra
en la Figura 2Q, desde el resto nucleotidico nimero 96 hasta el resto nucleotidico nimero 872, incluyendo el
codén de terminacién, en el que T también puede ser U;

(XX) un polinucleétido que codifica una proteina relacionada con STEAP-1 que tiene al menos una homologia del
90 % con una secuencia completa de aminoacidos que se muestra en la Figura 2A-Q;

(XXI) un polinucleétido que codifica una proteina relacionada con STEAP-1 que tiene al menos una identidad del
90 % con una secuencia completa de aminoacidos que se muestra en la Figura 2A-Q;

(XXI1) un polinucleétido que codifica al menos un péptido expuesto en las Tablas V-XVIII y XXII-LI;

(XXII) un polinucleotido que codifica una regién peptidica de al menos 5 aminoacidos de un péptido de la Figura
3A en cualquier aumento de un nimero completo hasta 339 que incluye una posicién aminoacidica que tiene un
valor mayor que 0,5 en el perfil de Hidrofilicidad de la Figura 5;

(XXI1V) un polinucleétido que codifica una region peptidica de al menos 5 aminoacidos de un péptido de la Figura
3A en cualquier aumento de un numero completo hasta 339 que incluye una posicién aminoacidica que tiene un
valor menor que 0,5 en el perfil de Hidropaticidad de la Figura 6;

(XV) un polinucleétido que codifica una regién peptidica de al menos 5 aminoacidos de un péptido de la Figura
3A en cualquier aumento de un nimero completo hasta 339 que incluye una posicién aminoacidica que tiene un
valor mayor que 0,5 en el perfil de Porcentaje de Restos Accesibles de la Figura 7;

(XVI) un polinucledtido que codifica una regién peptidica de al menos 5 aminoacidos de un péptido de la Figura
3A en cualquier aumento de un numero completo hasta 339 que incluye una posicién aminoacidica que tiene un
valor mayor que 0,5 en el perfil de Flexibilidad Promedio de la Figura 8;

(XXVII) un polinucleétido que codifica una regién peptidica de al menos 5 aminoacidos de un péptido de la Figura
3A en cualquier aumento de un nimero completo hasta 339 que incluye una posicién aminoacidica que tiene un
valor mayor que 0,5 en el perfil de Giro Beta de la Figura 9;

(XXVIII) un polinucleétido que es totalmente complementario a un polinucleétido de uno cualquiera de (1)-(XIX).

(XXIX) un péptido que esta codificado por cualquiera de (1)-(XIX); y

(XXX) un polinucleétido de cualquiera de (I)-(XIX) o un péptido de (XXIII-XXVII) junto con un excipiente
farmacéutico y/o en una forma de dosificacién unitaria para seres humanos.

Como se usa en el presente documento, se entiende que un intervalo desvela especificamente todas las posiciones
unitarias del mismo. En el presente documento se desvelan polinucleétidos de STEAP-1 que codifican porciones
especificas de secuencias de ARNm de STEAP-1 (y aquellas que son complementarias a dichas secuencias) tales
como aquellas que codifican las proteinas y/o fragmentos de las mismas, por ejemplo:

(a)4,5,6,7,8,9,10, 11, 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70,
75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175, 180, 185,190,
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195, 200, 225, 250, 275, 300, 325, 330, 339 o0 mas aminoacidos contiguos de la variante 1 de STEAP-1; las
maximas longitudes relevantes para las otras variantes son : variante 2, 258 aminoacidos; variante 3, 282
aminodcidos y variante 4 258 aminoacidos.

En el presente documento se desvelan polinucleétidos y sus péptidos codificados por ellos mismos que codifican
aproximadamente el aminoacido 1 a aproximadamente el aminoacido 10 de la proteina STEAP-1 mostrados en la
Figura 2 o Figura 3, los polinucleétidos que codifican aproximadamente el aminoacido 10 a aproximadamente el
aminoacido 20 de la proteina STEAP-1 mostrados en la Figura 2 o en la Figura 3, los polinucleétidos que codifican
aproximadamente el aminoacido 20 a aproximadamente el aminoacido 30 de la proteina STEAP-1 mostrados en la
Figura 2 o en la Figura 3, los polinucle6tidos que codifican de aproximadamente el aminoacido 30 a
aproximadamente el aminoacido 40 de la proteina STEAP-1 mostrados en la Figura 2 o en la Figura 3, los
polinucleétidos que codifican de aproximadamente el aminoacido 30 a aproximadamente el aminoacido 40 de la
proteina STEAP-1 mostrados en la Figura 2 o en la Figura 3, los polinucleétidos que codifican de aproximadamente
el aminoacido 40 a aproximadamente el aminoacido 50 de la proteina STEAP-1 mostrados en la Figura 2 o en la
Figura 3, los polinucleétidos que codifican de aproximadamente el aminoacido 50 a aproximadamente el aminoacido
60 de la proteina STEAP-1 mostrados en la Figura 2 o en la Figura 3, los polinucleétidos que codifican de
aproximadamente el aminoacido 60 a aproximadamente el aminoacido 70 de la proteina STEAP-1 mostrados en la
Figura 2 o en la Figura 3, los polinucleétidos que codifican de aproximadamente el aminoacido 70 a
aproximadamente el aminoacido 80 de la proteina STEAP-1 mostrados en la Figura 2 o en la Figura 3, los
polinucleétidos que codifican de aproximadamente el aminoacido 80 a aproximadamente el aminoacido 90 de la
proteina STEAP-1 mostrados en la Figura 2 o en la Figura 3, los polinucleétidos que codifican de aproximadamente
el aminoacido 90 a aproximadamente el aminoacido 100 de la proteina STEAP-1 mostrados en la Figura 2 o en la
Figura 3, en aumentos de aproximadamente 10 aminoacidos, terminando en el aminoacido carboxilo terminal
expuesto en la Figura 2 o en la Figura 3. Por consiguiente, en el presente documento se desvelan polinucleétidos
que codifican porciones de la secuencia de aminodacidos (de aproximadamente 10 aminoéacidos), de 100
aminoacidos hasta el aminoacido carboxilo terminal de la proteina STEAP-1. En la que se entiende que cada
posicion de amino&cido particular revela esa posicion méas o menos cinco restos de aminoacidos.

También se desvelan polinucleétidos que codifican porciones relativamente largas de una proteina STEAP-1.. Por
ejemplo, los polinucledtidos que codifican de aproximadamente el aminoacido 1 (0 20 o 30 o 40 etc.) a
aproximadamente el aminoacido 20, (o 30, o 40 o 50 etc.) de la proteina STEAP-1 “o variante” mostrados en la
Figura 2 o en la Figura 3 pueden generarse mediante diversas técnicas bien conocidas en la materia. Estos
fragmentos polinucleotidicos pueden incluir cualquier porcién de la secuencia de STEAP-1 como se muestra en las
descripciones de la Figura 2.

En el presente documento se desvelan fragmentos polinucleotidicos de STEAP-1 que codifican una o mas de los
motivos bioldgicos contenidos en una secuencia de la proteina STEAP-1 “o variante”, incluyendo una o mas de las
subsecuencias portadoras de motivos de una proteina STEAP-1 “o variante” expuestos en las Tablas V-XVIII y XXII-
LI. Los fragmentos polinucleotidicos tipicos pueden codificar una o0 mas de las regiones de la proteina STEAP-1 o
variante que muestran homologia con una molécula conocida. Como alternativa, los fragmentos polinucleotidicos
tipicos pueden codifican uno o mas de los sitios de N-glucosilaciéon de la proteina STEAP-1 o variante, sitios de
fosforilacion por proteinas quinasas dependientes de AMPc y GMPc, sitios de fosforilacion por caseina quinasa Il o
sitios de N-miristoilacion y amidacion.

Obsérvese que para determinar la posicién inicial de cualquier péptido expuesto en las Tablas V-XVIII y en las
Tablas XXII a LI (conjuntamente Tablas de Péptidos HLA) con respecto a su proteina parental, por ejemplo, variante
1, variante 2, etc., se hace referencia a tres factores: la variante particular, la longitud del péptido en una Tabla de
Péptidos HLA, y la Busqueda de los Péptidos enumerados en la Tabla LVIl. Generalmente, se usa una sola
Busqueda de Péptido para obtener los péptidos de HLA para una variante particular. La posicion de cada Busqueda
de Péptido con respecto a su molécula parental respectiva se enumera en la Tabla LXI. Por consiguiente, si una
Busqueda de Péptido comienza en la posicién “X”, se debe anadir el valor “X menos 1” a cada posiciéon de las
Tablas V-XVIIl y de las Tablas XXII a IL para obtener la posicion real de los péptidos de HLA en su molécula
parental. Por ejemplo, si una Busqueda de Péptido particular comienza en la posicion 150 de su molécula parental,
para calcular la posicién de ese aminoacido en la molécula parental, debe afiadirse 150 - 1, es decir, 149, a cada
posicién aminoacidica del péptido HLA.

lIA.) Usos de polinucledtidos de STEAP-1

I.A.1.) Control de anomalias genéticas

Los polinucledtidos de los parrafos anteriores tienen diversos usos especificos distintos. El gen de STEAP-1 humano
esta mapeado en la localizacién cromosémica expuesta en el Ejemplo titulado “Mapeo Cromosémico de STEAP-1".
Por ejemplo, dado que el gen de STEAP-1 mapea en este cromosoma, los polinucleétidos que codifican las distintas
regiones de las proteinas STEAP-1 se usan para caracterizar anomalias citogenéticas de esta localizacion
cromosémica, identificandose dichas anomalias como asociadas con diversos canceres. En determinados genes,
varias anomalias cromosdmicas, incluyendo reordenamientos, se han identificado como anomalias citogenéticas
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frecuentes en una serie de distintos canceres (véase, por ejemplo, Krajinovic et al., Mutat. Res. 382(3-4): 81-83
(1998); Johansson et al., Blood 86(10): 3905-3914 (1995) y Finger et al., P.N.A.S. 85(23): 9158-9162 (1988)). Por
tanto, los polinucleétidos que codifican regiones especificas de las proteinas STEAP-1 proporcionan nuevas
herramientas que pueden usarse para definir, con mayor precision de lo que anteriormente era posible, anomalias
citogenéticas en la regién cromosémica que codifica STEAP-1 que pueden contribuir al fenotipo maligno. En este
contexto, estos polinucleotidos satisfacen una necesidad en la técnica para ampliar la sensibilidad de la exploracién
cromosémica con el fin de identificar anomalias cromosémicas mas sutiles y menos comunes (véase, por ejemplo,
Evans et al., Am. J. Obstet. Gynecol 171(4): 1055-1057 (1994)).

Ademas, ya que se mostr6 que STEAP-1 tenia una alta expresion en cancer de vejiga y en otros canceres, los
polinucleétidos de STEAP-1 se usan en los métodos para evaluar el estado de los productos génicos de STEAP-1
en tejidos normales frente a cancerosos. Normalmente, los polinucleétidos que codifican regiones especificas de las
proteinas STEAP-1 se usan para evaluar la presencia de perturbaciones (tales como deleciones, inserciones,
mutaciones puntuales, o alteraciones, que tienen como resultado una pérdida de un antigeno etc.) en regiones
especificas del gen de STEAP-1, tal como regiones que contienen uno o mas motivos. Los ensayos ejemplares
incluyen ensayos tanto de RT-PCR asi como de analisis de polimorfismos de conformacién monocatenaria (SSCP,
Single-Strand Conformation Polymorphism) (véase, por ejemplo, Marrogi et al., J. Cutan. Pathol. 26(8): 369-378
(1999), ambos de los cuales utilizan polinucle6tidos que codifican regiones especificas de una proteina para
examinar estas regiones dentro de la proteina.

ILA.2.) Antisentido

En el presente documento también se contemplan ADN gendmico, los ADNc, las ribozimas y las moléculas
antisentido, asi como las moléculas de acido nucleico basadas en un esqueleto alternativo, o que incluyen bases
alternativas, bien derivadas de fuentes naturales o sintetizadas, e incluyen moléculas capaces de inhibir la expresién
del ARN o proteina de STEAP-1. Por ejemplo, las moléculas antisentido pueden ser ARN u otras moléculas,
incluyendo acidos nucleicos peptidicos (PNA) o moléculas de &acidos no nucleicos tales como derivados de
fosforotioato que se unen especificamente a ADN o a ARN de una manera dependiente de los pares de bases. Un
experto en la técnica puede obtener facilmente estas clases de moléculas de acido nucleico usando los
polinucleétidos de STEAP-1 y las secuencias polinucleotidicas que se divulgan en el presente documento.

La tecnologia antisentido supone la administracién de oligonucleétidos exdgenos que se unen a un polinucleétido
diana localizado en las células. El término “antisentido” se refiere al hecho de que dichos oligonucleétidos son
complementarios a sus dianas intracelulares, por ejemplo, STEAP-1. Véase, por ejemplo, Jack Cohen,
Oligodeoxynucleotides, Antisense Inhibitors of Gene Expression, CRC Press, 1989; y Synthesis 1: 1-5 (1988). Los
oligonucleotidos antisentido de STEAP-1 de la presente invencién incluyen derivados tales como S-oligonucleétidos
(derivados de fosforotioato o S-oligos, véase, Jack Cohen, anteriormente citado), que muestran accién inhibidora
potenciada del crecimiento de las células cancerosas. Los S-oligos (fésforotioatos nucleosidicos) son analogos
isoelectronicos de un oligonucleétido (O-oligo) en el que un atomo de oxigeno que no forma el puente del grupo
fosfato se reemplaza por un atomo de azufre. Los S-oligos de la presente invencidn pueden prepararse por
tratamiento de los O-oligos con 3H-1,2-benzoditiol-3-ona-1,1-di6xido, que es un reactivo de transferencia de azufre,
véase, por ejemplo, lyer, R. P. et al., J. Org. Chem. 55: 4693-4698 (1990); y lyer, R. P. et al., J. Am. Chem. Soc. 112:
1253-1254 (1990). Los oligonucleodtidos antisentido adicionales de STEAP-1 de la presente invencion incluyen
oligonucledtidos antisentido morfolino conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Cartridge et al., 1996, Antisense
& Nucleic Acid Drug Development 6: 169-175).

Los oligonucleétidos antisentido de STEAP-1 de la presente invencién normalmente pueden ser ARN o ADN que es
complementario a, y se hibrida de forma estable con, los 100 primeros codones en posicién 5’ o con los 100 ultimos
codones en posicion 3’ de una secuencia gendémica de STEAP-1 o con el ARNm correspondiente. No se requiere la
complementariedad absoluta, aunque se prefieren altos grados de complementariedad. El uso de un oligonucleétido
complementario con esta regién permite la hibridaciéon selectiva con ARNm de STEAP-1 y no con ARNm que
especifica otras subunidades reguladoras de proteinas quinasas. En una realizacién, los oligonucle6tidos antisentido
de STEAP-1 de la presente invencidon son fragmentos de 15 a 30 unidades de moléculas de ADN antisentido que
tienen una secuencia que se hibrida con ARNm de STEAP-1. Opcionalmente, el oligonucleétido antisentido de
STEAP-1 es un oligonucleétido de 30 unidades que es complementario a una region en los 10 primeros codones en
posiciéon 5 o en los 10 ultimos codones en posicion 3’ de STEAP-1. Como alternativa, las moléculas antisentido se
modifican para emplear ribozimas en la inhibicion de la expresién de STEAP-1, véase, por ejemplo, L. A. Couture y
D. T. Stinchcomb; Trends Genet 12: 510-515 (1996).

I.LA.3.) Cebadores y pares de cebadores

En el presente documento también se describen cebadores y pares de cebadores, que permiten la amplificacién
especifica de los polinuclettidos descritos en el presente documento o de cualquier parte especifica de los mismos,
y sondas que se hibridan selectiva o especificamente con moléculas de acido nucleico descritas en el presente
documento o con cualquier parte de las mismas. Las sondas pueden marcarse con un marcador detectable, tal
como, por ejemplo, un radioisétopo, un compuesto fluorescente, un compuesto bioluminiscente, un compuesto
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quimioluminiscente, un quelante metalico o una enzima. Dichas sondas y cebadores se usan para detectar la
presencia de un polinucle6tido STEAP-1 en una muestra y como medio para detectar una célula que exprese una
proteina STEAP-1.

Los ejemplos de dichas sondas incluyen polipéptidos que comprenden toda o parte de la secuencia de ADNc de
STEAP-1 humana que se muestra en la Figura 2. En los ejemplos también se describen ejemplos de pares de
cebadores capaces de amplificar especificamente los ARNm de STEAP-1. Tal como entendera el experto en la
técnica, puede prepararse una gran cantidad de cebadores y sondas diferentes basandose en las secuencias
proporcionadas en el presente documento y pueden usarse de un modo eficaz para amplificar y/o detectar ARNm de
STEAP-1.

Los polinuclettidos de STEAP-1 descritos en el presente documento son Utiles para varios fines, que incluyen pero
sin limitacion, su uso como sondas y cebadores para la amplificacién y/o detecciéon del gen (o genes) de STEAP-1,
el ARNm (o los ARNm), o fragmentos de los mismos; como reactivos para el diagndstico y/o pronéstico del cancer
de prostata y otros canceres; como secuencias codificantes capaces de dirigir la expresion de los polipéptidos
STEAP-1; como herramientas para modular o inhibir la expresién del gen (o los genes) de STEAP-1 y/o la traduccién
del transcrito (o transcritos) de STEAP-1; y como agentes terapéuticos.

En el presente documento se describen sondas que pueden usarse para identificar y aislar una secuencia de &cido
nucleico de STEAP-1 o relacionada con STEAP-1 de una fuente de origen natural, tal como de seres humanos u
otros mamiferos, asi como la secuencia de acido nucleico aislada de por si, que podria comprender todas o la
mayoria de las secuencias encontradas en la sonda usada.

I.A.4.) Aislamiento de moléculas de acido nucleico que codifican STEAP-1

Las secuencias de ADNc de STEAP-1 descritas en el presente documento permiten el aislamiento de otros
polinucleétidos que codifican el producto (o productos) génico de STEAP-1, asi como el aislamiento de
polinucleétidos que codifican homaélogos del producto (o productos) génico de STEAP-1, isoformas de corte y
empalmen alternativas, variantes alélicas, y formas mutantes de un producto génico de STEAP-1 asi como
polinucleétidos que codifican analogos de proteinas relacionadas con STEAP-1. Se conocen bien diversos métodos
de clonacién molecular que pueden emplearse para aislar los ADNc de longitud completa que codifican un gen de
STEAP-1 (véase, por ejemplo, Sambrook, J. et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 edicion, Cold Spring
Harbor Press, Nueva York, 1989; Current Protocols in Molecular Biology. Ausubel et al., Eds., Wiley and Sons,
1995). Por ejemplo, pueden emplearse convenientemente metodologias de clonacién con fagos lambda, que usan
sistemas de clonacién disponibles en el comercio (por ejemplo, Lambda ZAP Express, Stratagene). Los clones de
fagos que contienen los ADNc del gen de STEAP-1 pueden identificarse explorando con un ADNc de STEAP-1
marcado, o con un fragmento del mismo. Por ejemplo, en una realizacion, un ADNc de STEAP-1 (por ejemplo,
Figura 2) o una porcién del mismo, puede sintetizarse y usarse como una sonda para recuperar los ADNc
solapantes y de longitud completa correspondientes a un gen de STEAP-1. Un gen de STEAP-1 en si mismo puede
aislarse explorando bibliotecas de ADN gendmico, bibliotecas cromosdmicas artificiales bacterianas (BAC),
bibliotecas cromosomicas artificiales de levaduras (YAC), y similares, con sondas o cebadores de ADN de STEAP-1.

I.LA.5.) Moléculas de acido nucleico recombinante y sistemas de vector-hospedador

En el presente documento también se proporcionan moléculas de ADN o ARN recombinante que contienen un
polinucleétido de STEAP-1, un fragmento, un analogo u homologo del mismo, incluyendo, pero sin limitacién, fagos,
plasmidos, fagémidos, césmidos, YAC, BAC, asi como diversos vectores virales y no virales bien conocidos en la
técnica, y células transformadas o transfectadas con dichas moléculas de ADN o ARN recombinante. Los métodos
para generar dichas moléculas son muy conocidos (véase, por ejemplo, Sambrook et al., 1989, anteriormente
mencionado).

La invencién también proporciona un sistema de vector-hospedador que comprende una molécula de ADN
recombinante que contiene un polinucleétido de STEAP-1, fragmento, analogo u homélogo del mismo, en una célula
hospedadora procariota o eucariota adecuada. Los ejemplos de células hospedadoras eucariotas adecuadas
incluyen una célula de levadura, una célula vegetal, o una célula animal, tal como una célula de mamifero o una
célula de insecto (por ejemplo, una célula infectable por baculovirus tal como una célula Sf9 o HighFive). Los
ejemplos de células de mamifero adecuadas incluyen diversas lineas celulares de cancer de proéstata, tales como
DU145 y TsuPr1, otras lineas celulares de cancer de prostata transfectables o transducibles, células primarias
(PrEC), asi como una serie de células de mamifero que se usan rutinariamente para la expresién de proteinas
recombinantes (por ejemplo, células COS, CHO, 293, 293T). Mas en particular, puede usarse un nucleétido que
comprende la secuencia codificante de STEAP-1 o un fragmento, analogo u homélogo de la misma para generar
proteinas STEAP-1 o fragmentos de las mismas usando cualquier serie de sistemas vector-hospedador que se usan
rutinariamente y se conocen ampliamente en la técnica.

Se dispone de una amplia gama de sistemas vector-hospedador adecuados para la expresion de proteinas STEAP-
1 o fragmentos de las mismas, véase, por ejemplo, Sambrook et al, 1989, anteriormente mencionado; Current
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Protocols in Molecular Biology, 1995, anteriormente mencionado. Los vectores preferidos para la expresion en
mamiferos incluyen, pero sin limitacion, el vector pcDNA 3.1, con una etiqueta de His-Myc y el vector retroviral
pSRatkneo (Muller et al., 1991, MCB 11: 1785). Usando estos vectores de expresién, se puede expresar STEAP-1
en varias lineas celulares de cancer de préstata y de cancer no de prostata, incluyendo, por ejemplo, la lineas
celulares 293, 293T, rat-1, NIH 3T3 y TsuPr1. Los sistemas de vector-hospedador de la invencién son utiles para la
produccion de una proteina STEAP-1 o fragmento de la misma. Dichos sistemas de vector-hospedador pueden
emplearse para estudiar las propiedades funcionales de STEAP-1 y mutaciones o analogos de STEAP-1.

La proteina STEAP-1 recombinante humana o un analogo u homélogo o fragmento de la misma pueden producirse
mediante células de mamifero transfectadas con una construccion que codifica un nucleétido relacionado con
STEAP-1. Por ejemplo, se pueden transfectar células 293T con un plasmido de expresién que codifica STEAP-1 o
un fragmento, analogo u homélogo de la misma, una proteina relacionada con STEAP-1 se expresa en las células
293T, y la proteina STEAP-1 recombinante se aisla usando métodos de purificacion convencionales (por ejemplo,
purificacién por afinidad usando anticuerpos anti-STEAP-1). Una secuencia codificante de STEAP-1 puede
subclonarse en el vector retroviral pPSRaMSVtkneo y se usa para infectar diversas lineas celulares de mamifero,
tales como NIH 3T3, TsuPr1, 293 y rat-1 para establecer lineas celulares que expresan STEAP-1. También pueden
emplearse otros diversos sistemas de expresion bien conocidos en la técnica. Para la generacion de una forma
secretada de proteina STEAP-1 recombinante pueden usarse construcciones de expresion que codifiquen un
péptido lider ligado en fase con una secuencia codificante de STEAP-1.

Tal como se explica en el presente documento, la redundancia en el cédigo genético permite la variacion de las
secuencias génicas de STEAP-1. En particular, en la técnica se sabe que, especies hospedadoras especificas, a
menudo tienen preferencias de codones especificas, y por lo tanto se puede adaptar la secuencia divulgada como
se prefiera para un hospedador deseado. Por ejemplo, las secuencias de codones analogos preferidas normalmente
tienen codones poco comunes (es decir, codones que tienen una frecuencia de uso menor de aproximadamente 20
% en secuencias conocidas del hospedador deseado) reemplazados por codones de mayor frecuencia. Las
preferencias codénicas de una especie especifica se calculan, por ejemplo, utilizando tablas de uso de codones
disponibles en INTERNET, tal como en la URL dna.affrc.go.jp/-nakamura/codon.html.

Se conocen modificaciones de secuencias adicionales para potenciar la expresién de proteinas en un hospedador
celular. Estas incluyen la eliminacion de secuencias que codifican sefiales de poliadenilacion falsas, sefiales de
sitios de corte y empalme de exones/intrones, repeticiones similares a transposones, y/u otras dichas secuencias
bien caracterizadas que son perjudiciales para la expresiéon génica. El contenido en GC de la secuencia se ajusta a
niveles medios para un hospedador celular determinado, como se calcula por referencia a genes conocidos
expresados en la célula hospedadora. Donde es posible, la secuencia se modifica para impedir que se produzcan
estructuras secundarias previstas de ARNm en horquilla. Otras modificaciones utiles incluyen la adicién de una
secuencia consenso de inicio traduccional al comienzo de la fase de lectura abierta, tal como se describe en Kozak,
Mol. Cell Biol., 9: 5073-5080 (1989). Los expertos en la técnica entienden que la norma general de que los
ribosomas eucariotas inician la traduccion exclusivamente en el codon AUG 5 proximal se anula solamente en
condiciones poco frecuentes (véase, por ejemplo, Kozak PNAS 92(7): 2662-2666, (1995) y Kozak NAR 15(20):
8125-8148 (1987)).

lll.) Proteinas relacionadas con STEAP-1

En el presente documento también se proporcionan proteinas relacionadas con STEAP-1. Los ejemplos especificos
de proteinas de STEAP-1 comprenden un polipéptido que tiene toda o parte de la secuencia de aminoacidos de la
STEAP-1 humana, como se muestra en la Figura 2 o la Figura 3. Como alternativa, las proteinas de STEAP-1
comprenden polipéptidos variantes, homologos o analogos que tienen alteraciones en la secuencia de aminoacidos
de STEAP-1 que se muestra en la Figura 2 o en la Figura 3.

Los polipéptidos de STEAP-1 descritos en el presente documento incluyen: un polipéptido de STEAP-1 que tiene
una secuencia mostrada en la Figura 2, una secuencia peptidica de un polipéptido de STEAP-1 como se muestra en
la Figura 2, en la que T es U; teniendo la secuencia como se muestra en la Figura 2 al menos 10 nucleétidos
contiguos de un polipéptido; o teniendo la secuencia como se muestra en la Figura 2 al menos 10 péptidos contiguos
de un polipéptido, donde T es U. Los péptidos de STEAP-1 descritos en este documento incluyen:

(I) una proteina que comprende, consiste esencialmente en, o consiste en una secuencia de aminoacidos como
se muestra en las Figuras 2A-Q o en las Figuras 3A-D;

(Il) una proteina relacionada con 101P3A11 que tiene una homologia de al menos 90 % con una secuencia
completa de amino&cidos mostrada en las Figuras 2A-Q;

(I una proteina relacionada con 101P3A11 que tiene una identidad de al menos 90 % con una secuencia
completa de aminoacidos mostrada en las Figuras 2A-Q o 3A-D;

(IV) una proteina que comprende al menos un péptido expuesto en las Tablas V-XVIIl o en las Tablas XXIl a LI,
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opcionalmente con la condicidén de que no sea una proteina completa de la Figura 2;

(V) una proteina que comprende al menos un péptido expuesto en las Tablas V-XVIII, conjuntamente, cuyo
péptido también se expone en las Tablas XXIl a LI, conjuntamente, opcionalmente con la condicién de que no
sea una proteina completa de la Figura 2;

(VI) una proteina que comprende al menos dos péptidos seleccionados de los péptidos expuestos en las Tablas
V-XVIIl'y de XXII a LI conjuntamente, opcionalmente con la condicién de que no sea una proteina completa de la
Figura 2;

(VIN) una proteina que comprende al menos dos péptidos seleccionados de los péptidos expuestos en las Tablas
V-XVIIl'y de XXII a LI conjuntamente, con la condicién de que la proteina no sea una secuencia contigua de una
secuencia de aminoacidos de la Figura 2;

(VINI) una proteina que comprende al menos un péptido seleccionado de los péptidos expuestos en las Tablas V-
XVIII; y al menos un péptido expuesto en las Tablas XXII a LI, con la condicién de que la proteina no sea una
secuencia contigua de una secuencia de aminoacidos de la Figura 2;

(IX) un polipéptido que comprende al menos 5 amino&cidos de una proteina de la Figura 3A, 3B, 3C 0 3D en
cualquier aumento en numero completo hasta 339, 258, 282 o 258 respectivamente, que incluye una posicion
aminoacidica que tiene un valor mayor de 0,5 en el perfil de Hidrofilicidad de la Figura 5;

(X) un polipéptido que comprende al menos 5 aminoacidos de una proteina de la Figura 3A, 3B, 3C o0 3D en
cualquier aumento en niumero completo hasta 339, 258, 282 o 258, respectivamente, que incluye una posicion
aminoacidica que tiene un valor menor de 0,5 en el perfil de Hidropaticidad de la Figura 6;

(XI) un polipéptido que comprende al menos 5 amino&cidos de una proteina de la Figura 3A, 3B, 3C o0 3D en
cualquier aumento en nimero completo hasta 339, 258, 282 o 258, respectivamente, que incluye una posicién
aminoacidica que tiene un valor mayor de 0,5 en el perfil del Porcentaje de Restos Accesibles de la Figura 7;

(XII) un polipéptido que comprende al menos 5 aminoacidos de una proteina de la Figura 3A, 3B, 3C 0 3D en
cualquier aumento en niumero completo hasta 339, 258, 282 o 258, respectivamente, que incluye una posicion
aminoacidica que tiene un valor mayor de 0,5 en el perfil de Flexibilidad Promedio de la Figura 8;

(XI1) un polipéptido que comprende al menos 5 aminoacidos de una proteina de la Figura 3A, 3B, 3C o 3D en
cualquier aumento en nimero completo hasta 339, 258, 282 o 258, respectivamente, que incluye una posicion
aminoacidica que tiene un valor mayor de 0,5 en el perfil de giro Beta de la Figura 9;

(XIV) un péptido que aparece al menos dos veces en las Tablas V-XVIIl y XXII a LI, conjuntamente;
(XV) un péptido que aparece al menos tres veces en las Tablas V-XVIII y XXIl a LI, conjuntamente;
(XVI) un péptido que aparece al menos cuatro veces en las Tablas V-XVIII y XXII a LI, conjuntamente;
(XVII) un péptido que aparece al menos cinco veces en las Tablas V-XVIIl y XXII a LI, conjuntamente;

(XVII) un péptido que aparece al menos una vez en las Tablas V-XVIII, y al menos una vez en las tablas XXIl a
LI;

(XIX) un péptido que comprende una, dos, tres, cuatro o cinco de las siguientes caracteristicas, 0 un
oligonucleétido que codifica dicho péptido:

i) una regién de al menos 5 aminoacidos de un péptido particular de la Figura 3, en cualquier aumento de
nimero completo hasta la longitud completa de esa proteina de la Figura 3, que incluye una posicion
aminoacidica que tiene un valor igual a o0 mayor que 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, o que tiene un valor igual a 1,0, en
el perfil de Hidrofilicidad de la Figura 5;

ii) una region de al menos 5 aminoacidos de un péptido particular de la Figura 3, en cualquier aumento de
numero completo hasta la longitud completa de esa proteina de la Figura 3, que incluye una posicion
aminoacidica que tiene un valor igual a o menor que 0,5, 0,4, 0,3, 0,2, 0,1, o0 que tiene un valor igual a 0,0, en
el perfil de Hidropaticidad de la Figura 6;

iii) una region de al menos 5 aminodcidos de un péptido particular de la Figura 3, en cualquier aumento de
nimero completo hasta la longitud completa de esa proteina de la Figura 3, que incluye una posicion
aminoacidica que tiene un valor igual a o0 mayor que 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, o que tiene un valor igual a 1,0, en
el perfil de Porcentaje de Restos Accesibles de la Figura 7;

iv) una regién de al menos 5 aminoacidos de un péptido particular de la Figura 3, en cualquier aumento de
nuamero completo hasta la longitud completa de esa proteina de la Figura 3, que incluye una posicion
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aminoacidica que tiene un valor igual a o mayor que 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, o que tiene un valor igual a 1,0, en
el perfil de Flexibilidad Promedio de la Figura 8; o,

v) una region de al menos 5 aminoacidos de un péptido particular de la Figura 3, en cualquier aumento de
nimero completo hasta la longitud completa de esa proteina de la Figura 3, que incluye una posicion
aminoacidica que tiene un valor igual a 0 mayor que 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, o que tiene un valor igual a 1,0, en
el perfil de giro Beta de la Figura 9;

(XX) un péptido de (1)-(XIX) junto con un excipiente farmacéutico y/o en una forma de dosificacién unitaria para
seres humanos.

Tal como se usa en el presente documento, se entiende que un intervalo indica especificamente todas las
posiciones unitarias del mismo. En el presente documento se desvelan polinucledtidos 101P3A11 que codifican
porciones especificas de secuencias de ARNm de 101P3A11 (y aquellas que son complementarias a dichas
secuencias) tales como aquellas que codifican las proteinas y/o los fragmentos de las mismas, por ejemplo:

(a) 4,5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70,
75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175, 180, 185, 190,
195, 200. 225, 250, 275, 300, 325, 330, 339 o0 mas aminoacidos contiguos de la variante 1 de STEAP-1; las
maximas longitudes relevantes para las otras variantes son: variante 2, 258 aminoacidos; variante 3, 282
aminodcidos, y variante 4, 258 aminoacidos.

En general, las variantes alélicas de origen natural de la proteina STEAP-1 humana comparten un alto grado de
homologia e identidad estructural (por ejemplo, 90 % o mas de homologia). Normalmente, las variantes alélicas de
una proteina STEAP-1 contienen sustituciones de aminoacidos conservativas dentro de las secuencias de STEAP-1
que se describen en el presente documento o contienen una sustitucion de un aminoacido de una posicion
correspondiente en un homélogo de STEAP-1. Una clase de variantes alélicas de STEAP-1 son las proteinas que
comparten un alto grado de homologia con al menos una region pequefia de una secuencia de aminoacidos
particular de STEAP-1, pero contienen adicionalmente una separacion radical de la secuencia, tal como una
sustitucion no conservativa, truncamiento, insercion o desplazamiento de fase. En las comparaciones de secuencias
de proteinas, cada uno de los términos, similitud, identidad y homologia tiene un significado distinto como se aprecia
en el campo de la genética. Ademas, la ortologia y paralogia pueden ser conceptos importantes que describen las
relaciones de miembros de una familia de proteinas determinada en un organismo con respecto a los miembros de
la misma familia en otros organismos.

En la Tabla Il se proporcionan abreviaturas de aminoacidos. Frecuentemente, en una proteina pueden realizarse
sustituciones de aminoacidos conservativas sin alterar la conformacion ni la funcién de la proteina. Las proteinas de
la invencién pueden comprender 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 sustituciones conservativas. Dichos
cambios incluyen sustituir cualquiera de isoleucina (I), valina (V) y leucina (L) por cualquier otro de estos
aminodcidos hidréfobos; acido aspartico (D) por &cido glutamico (E) y viceversa; glutamina (Q) por asparagina (N) y
viceversa; serina (S) por treonina (T) y viceversa. Otras sustituciones también pueden considerarse conservativas,
dependiendo del ambiente del aminodacido particular y de su papel en la estructura tridimensional de la proteina. Por
ejemplo, la glicina (G) y la alanina (A) pueden ser intercambiables frecuentemente, como pueden serlo la alanina (A)
y la valina (V). La metionina (M), que es relativamente hidréfoba, puede intercambiarse frecuentemente por leucina e
isoleucina, y a veces por valina. La lisina (K) y la arginina (R) se intercambian frecuentemente con leucina e
isoleucina, y a veces con valina. La lisina (K) y la arginina (R) se intercambian frecuentemente en localizaciones en
las que la caracteristica significativa del resto de aminoacido es su carga y las diferencias de pK de estos dos restos
de aminodacido no son significativas. Alun otros cambios pueden considerarse “conservativos” en ambientes
particulares (véase, por ejemplo, la Tabla Ill del presente documento; paginas 13-15 “Biochemistry” 22 ED. Lubert
Stryer ed (Stanford University); Henikoff et al., PNAS 1992 Vol 89 10915-10919; Lei et al., J Biol Chem 19 de mayo
de 1995; 270(20): 11882-6).

Hay una amplia gama de variantes o andlogos de proteinas STEAP-1 aceptados en la técnica, tales como
polipéptidos que tienen inserciones, deleciones y sustituciones de aminoacidos. Las variantes de STEAP-1 pueden
fabricarse usando métodos conocidos en la técnica, tales como mutagénesis de sitio dirigido, mutagénesis mediante
alanina y mutagénesis por PCR. La mutagénesis de sitio dirigido (Carter et al., Nucl. Acids Res., 13: 4331 (1986);
Zoller et al., Nucl. Acids Res., 10: 6487 (1987)), mutagénesis de casete (Wells et al., Gene, 34: 315 (1985)),
mutagénesis de seleccién de restriccién (Wells et al., Philos. Trans. R. Soc. London SerA, 317: 415 (1986)) u otras
técnicas conocidas pueden realizarse en el ADN clonado para producir el ADN variante de STEAP-1.

El analisis de exploracién con aminoacidos también puede emplearse para identificar uno o mas aminoécidos a lo
largo de una secuencia contigua que esta implicada en una actividad bioldgica especifica, tal como una interaccion
proteina-proteina. Entre los aminoacidos de exploracién preferidos estan los aminoacidos neutros, relativamente
pequeiios. Dichos aminoacidos incluyen alanina, glicina, serina y cisteina. La alanina es normalmente un aminodacido
de exploracion preferido dentro de este grupo porque elimina la cadena lateral mas alla del carbono beta y es menos
probable que altere la conformacién de la cadena principal de la variante. La alanina también se prefiere
normalmente porque es el aminoacido mas comun. Ademas, se ha encontrado frecuentemente en posiciones tanto
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ocultas como expuestas (Creighton, The Proteins, (W. H. Freeman & Co., N.Y.); Chothia, J. Mol. Biol., 150: 1
(1976)). Si la sustitucion de alanina no produce cantidades de variante adecuadas, puede usarse un aminodcido
isostérico.

Tal como se define en el presente documento, las variantes, analogos y homélogos de STEAP-1 tienen el atributo
distintivo de tener al menos un epitopo que tiene “reactividad cruzada” con una proteina STEAP-1 que tiene una
secuencia de aminoacidos de la Figura 3. Tal como se usa en esta oracién, “reactividad cruzada”, significa que un
anticuerpo o una célula T, que se une especificamente a una variante de STEAP-1, también se une especificamente
a una proteina STEAP-1 que tiene una secuencia de aminoacidos expuesta en la Figura 3. Un polipéptido deja de
ser una variante de una proteina que se muestra en la Figura 3, cuando ya no contiene ningun epitopo capaz de ser
reconocido por un anticuerpo o una célula T que se une especificamente a la proteina STEAP-1 inicial. Los expertos
en la técnica entienden que los anticuerpos que reconocen proteinas se unen a epitopos de tamafo variable, y que
un agrupamiento del orden de aproximadamente cuatro a cinco aminoacidos, contiguos o no, se considera como un
namero tipico de aminoacidos en un epitopo minimo. Véase, por ejemplo, Nair et al., J. Immunol 2000 165(12):
6949-6955; Hebbes et al., Mol Immunol (1989) 26(9): 865-73; Schwartz et al., J Immunol (1985) 135(4): 2598-608.

Otras clases de variantes de proteina relacionadas con STEAP-1 comparten una similitud de 70 %, 75 %, 80 %, 85
% 0 90 % 0 mas con una secuencia de aminoacidos de la Figura 3, o un fragmento de la misma. Otra clase
especifica de variantes o analogos de proteina STEAP-1 comprende uno o mas de los motivos biolégicos de
STEAP-1 que se describen en el presente documento o que se conocen actualmente en la técnica. Por lo tanto, la
presente invencion incluye analogos de fragmentos de STEAP-1 (4acidos nucleicos o aminoacidos) que tienen
propiedades funcionales (por ejemplo, inmunogénicas) alteradas con respecto al fragmento inicial. Debe apreciarse
que los motivos que son o seran parte de la técnica se aplican a las secuencias de acidos nucleicos o aminoacidos
de la Figura 2 o Figura 3.

La presente divulgacioén incluye polipéptidos que contienen menos de la secuencia de aminoacidos completa de una
proteina STEAP-1 que se muestra en la Figura 2 o Figura 3. Por ejemplo, péptidos/proteinas que tienen cualquiera
de 4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15 0 mas aminoacidos contiguos de una proteina STEAP-1 que se muestra en
la Figura 2 o Figura 3.

En el presente documento se desvelan polipéptidos que consisten en aproximadamente de aproximadamente 1
aminoacido a aproximadamente 10 aminoacidos de una proteina STEAP-1 que se muestra en la Figura 2 o Figura 3,
polipéptidos que consisten en aproximadamente 10 a aproximadamente 20 aminoacidos de una proteina STEAP-1
que se muestra en la Figura 2 o Figura 3, polipéptidos que consisten de aproximadamente 20 a aproximadamente
30 aminoacidos de una proteina STEAP-1 que se muestra en la Figura 2 o Figura 3, polipéptidos que consisten de
aproximadamente 30 a aproximadamente 40 aminoacidos de una proteina STEAP-1 que se muestra en la Figura 2 o
Figura 3, polipéptidos que consisten de aproximadamente 40 a aproximadamente 50 amino&cidos de una proteina
STEAP-1 que se muestra en la Figura 2 o Figura 3, polipéptidos que consisten de aproximadamente 50 a
aproximadamente 60 aminoacidos de una proteina STEAP-1 que se muestra en la Figura 2 o Figura 3, polipéptidos
que consisten de aproximadamente 60 a aproximadamente 70 aminodacidos de una proteina STEAP-1 que se
muestra en la Figura 2 o Figura 3, polipéptidos que consisten de aproximadamente 70 a aproximadamente 80
aminoacidos de una proteina STEAP-1 que se muestra en la Figura 2 o Figura 3, polipéptidos que consisten de
aproximadamente 80 a aproximadamente 90 amino&cidos de una proteina STEAP-1 que se muestra en la Figura 2 o
Figura 3, polipéptidos que consisten de aproximadamente 90 a aproximadamente 100 aminoacidos de una proteina
STEAP-1 que se muestra en la Figura 2 o Figura 3, etc. a lo largo de la secuencia de aminoacidos completa de
STEAP-1. Ademas, son realizaciones de la invencién polipéptidos que consisten en aproximadamente 1 aminoacido
(0 20 0 30 0 40 etc.) a aproximadamente 20 aminoacidos (o0 130, o 140 o 150 etc.) de una proteina STEAP-1 que se
muestra en la Figura 2 o Figura 3. Debe apreciarse que las posiciones de inicio y terminacion de este parrafo se
refieren a la posicion especifica asi como a aquella posicion mas o menos 5 restos.

Las proteinas relacionadas con STEAP-1 se generan usando tecnologia de sintesis peptidica convencional o
usando métodos de escisién quimica bien conocidos en la técnica. Como alternativa, pueden usarse métodos
recombinantes para generar moléculas de acido nucleico que codifican una proteina relacionada con STEAP-1. En
una realizacion, las moléculas de acido nucleico proporcionan un medio para generar fragmentos definidos de una
proteina STEAP-1 (o variantes, homologos o analogos de la misma).

lllLA.) Proteinas portadoras de motivos

En el presente documento también se desvelan polipéptidos de STEAP-1 que comprenden los restos de
aminoacidos de uno 0 mas de los motivos bioldgicos contenidos en una secuencia polipeptidica de STEAP-1 que se
expone en la Figura 2 o Figura 3. En la técnica se conocen diversos motivos y la presencia de dichos motivos en una
proteina puede evaluarse mediante diversos sitios disponibles al publico en Internet (véase, por ejemplo, las
direcciones URL: pfam.wustl.edu/; http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/seqg-search/struc-predict.html; psort.ims.u-
tokyo.ac.jp/; cbs.dtu.dk/; ebi.ac.uk/interpro/scan.html; expasy.ch/tools/scnpsit1.html; Epimatrix™ y Epimer™, Brown
University, brown.edu/Research/TB-HIV_Lab/epimatrix/epimatrix.html; y BIMAS, bimas.dcrt.nih.gov/.).

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2537074 T3

En las Tablas V-XVIII y XXII-LI se exponen e identifican subsecuencias portadoras de motivos de todas las proteinas
variantes de STEAP-1.

La Tabla XIX expone diversos motivos que aparecen frecuentemente basandose en blsquedas pfam (véase la
direccion URL pfam.wustl.edu/). Las columnas de la Tabla XIX enumeran (1) la abreviatura del nombre del motivo,
(2) el porcentaje de identidad encontrado entre los diferentes miembros de la familia de motivos, (3) el nombre o la
descripcion del motivo y (4) la funcién mas comun; si el motivo es relevante para la localizacion se incluye la
informacién de la localizacion.

Los polipéptidos que comprenden uno o mas motivos de STEAP-1, explicados anteriormente, son utiles para
esclarecer las caracteristicas especificas de un fenotipo maligno en vista de la observacion de que los motivos de
STEAP-1 explicados anteriormente se asocian con desregulacién del crecimiento y porque STEAP-1 se
sobreexpresa en determinados canceres (véase, por ejemplo, la Tabla I). La caseina quinasa Il, la proteina quinasa
dependiente de AMP ciclico y camp, y la Proteina Quinasa C, por ejemplo, son enzimas que se sabe que estan
asociadas con el desarrollo del fenotipo maligno (véase, por ejemplo, Chen et al., Lab Invest., 78(2): 165-174 (1998);
Gaiddon et al., Endocrinology 136(10): 4331-4338 (1995); Hall et al., Nucleic Acids Research 24(6): 1119-1126
(1996); Peterziel et al., Oncogene 18(46): 6322-6329 (1999) y O’Brian, Oncol. Rep. 5(2): 305-309 (1998)). Ademas,
tanto la glicosilacién como la miristoilacion son modificaciones proteicas que también se asocian con cancer y con
progresion de cancer (véase, por ejemplo, Dennis et al., Biochem. Biophys. Acta 1473(1):21-34 (1999); Raju et al.,
Exp. Cell Res. 235(1): 145-154 (1997)). La amidacion es otra modificacion proteica que también se asocia con
cancer y con progresion de cancer (véase, por ejemplo, Treston et al., J. Natl. Cancer Inst. Monogr. (13): 169-175
(1992)).

Las proteinas proporcionadas en el presente documento comprenden uno o mas de los epitopos inmunoreactivos
identificados de acuerdo con métodos aceptados en la técnica, tal como los péptidos que se exponen en las Tablas
V-XVIIl'y XXII-LI. Los epitopos CTL pueden determinarse usando algoritmos especificos para identificar péptidos en
una proteina STEAP-1 que son capaces de unirse éptimamente a alelos HLA especificados (por ejemplo, Tabla 1V;
Epimatrix™ y Epimer™, Brown University, URL brown.edu/Re-search/TB-HIV_Lab/epi-matrix/epimatrix.html; y
BIMAS, URL bimas.dcrt.nih.gov/). Ademas, en la técnica se conocen bien procesos de identificacion de péptidos que
tienen la suficiente afinidad de unién por moléculas de HLA y que se correlacionan con ser epitopos inmunogénicos
y se llevan a cabo sin excesiva experimentacion. Ademas, los procesos para identificar péptidos que son epitopos
inmunogénicos, son muy conocidos en la técnica, y se llevan a cabo sin excesiva experimentacion in vitro o in vivo.

En la técnica también se conocen los principios para crear analogos de dichos epitopos a fin de modular la
inmunogenicidad. Por ejemplo, se comienza con un epitopo que porta un motivo CTL o HTL (véanse, por ejemplo,
los motivos/supermotivos de HLA de Clase | y HLA de Clase Il de la Tabla IV). El epitopo se hace analogo
sustituyendo un aminoacido en una de las posiciones especificadas, y reemplazandolo por otro aminodacido
especificado para esa posicion. Por ejemplo, se puede sustituir un resto perjudicial a favor de cualquier otro resto, tal
como un resto preferido como se define en la Tabla 1V; sustituir un resto menos preferido por un resto preferido
como se define en la Tabla IV; o sustituir un resto preferido de origen natural por otro resto preferido como se define
en la Tabla IV. Las sustituciones pueden producirse en posiciones de anclaje primario o en otras posiciones en un
péptido; véase, por ejemplo, la Tabla IV.

Varias referencias reflejan la técnica con respecto a la identificacién y generacion de epitopos en una proteina de
interés asi como analogos de los mismos. Véase, por ejemplo, el documento WO 97/33602 de Chesnut et al.; Sette,
Immunogenetics 1999 50(3-4): 201-212; Sette et al., J. Immunol. 2001 166(2): 1389-1397; Sidney et al., Hum.
Immunol. 1997 58(1): 12-20; Kondo et al., Immunogenetics 1997 45(4): 249-258; Sidney et al., J. Immunol. 1996
157(8): 3480-90; y Falk et al.,, Nature 351: 290-6 (1991); Hunt et al., Science 255: 1261-3 (1992); Parker et al., J.
Immunol. 149: 3580-7 (1992); Parker et al., J. Immunol. 152: 163-75 (1994)); Kast et al., 1994 152(8): 3904-12;
Borras-Cuesta et al., Hum. Immunol. 2000 61(3): 266-278; Alexander et al., J. Immunol. 2000 164(3); 164(3): 1625-
1633; Alexander et al., PMID: 7895164, Ul: 95202582; O’Sullivan et al., J. Immunol. 1991 147(8): 2663-2669;
Alexander et al., Immunity 1994 1(9): 751-761 y Alexander et al., Immunol. Res. 1998 18(2): 79-92.

En el presente documento se proporcionan polipéptidos que comprenden combinaciones de los distintos motivos
expuestos en la Tabla XX, y/o, uno o mas de los epitopos CTL previstos de las Tablas V-XVII y XXII-XLVII, y/o, uno
0 mas de los epitopos HTL previstos de las Tablas XLVIII-LI, y/o, uno o mas de los motivos de unién a células T
conocidos en la técnica. Los casos preferidos no contienen inserciones, deleciones o sustituciones bien dentro de
los motivos o dentro de las secuencias de intervencién de los polipéptidos. Ademas, pueden ser deseables ejemplos
que incluyan diversos restos de aminoacidos N y/o C terminal en cualquier lado de estos motivos (por ejemplo, para
incluir una porcién mas grande de la arquitectura del polipéptido en la que se localiza ese motivo). Normalmente, el
numero de restos de aminoacidos N y/o C terminal de cualquier lado de un motivo es entre aproximadamente 1 a
aproximadamente 100 restos de aminoacidos, preferentemente de aproximadamente 5 a aproximadamente 50
restos de aminoacidos.

Las proteinas relacionadas con STEAP-1 se realizan de muchas formas, preferentemente en formas aisladas. Una
molécula de una proteina de STEAP-1 purificada estard sustancialmente libre de otras proteinas o moléculas que
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alteren la unién de STEAP-1 a un anticuerpo, célula T u otro ligando. La naturaleza o grado de aislamiento y
purificacién dependeran del uso que se desee. Las realizaciones de las proteinas relacionadas con STEAP-1
incluyen proteinas purificadas relacionadas con STEAP-1 y proteinas solubles y funcionales relacionadas con
STEAP-1. En una realizacién, una proteina de STEAP-1 soluble, funcional o un fragmento de la misma conserva la
capacidad de unirse a un anticuerpo, célula T u otro ligando.

También se proporcionan proteinas STEAP-1 que comprenden fragmentos biolégicamente activos de una secuencia
de aminoacidos de STEAP-1 que se muestra en la Figura 2 o Figura 3. Dichas proteinas presentan propiedades de
la proteina STEAP-1 inicial, tales como la capacidad de suscitar la generacion de anticuerpos que se unen
especificamente a un epitopo asociado con la proteina STEAP-1 inicial; para unirse por dichos anticuerpos; para
suscitar la activacién de HTL o CTL; y/o, ser reconocida por HTL o CTL que también se unen especificamente a la
proteina inicial.

Los polipéptidos relacionados con la proteina STEAP-1 que contienen estructuras particularmente interesantes
pueden predecirse y/o identificarse usando diversas técnicas analiticas bien conocidas en la técnica, incluyendo, por
ejemplo, los métodos de andlisis de Chou-Fasman, Garnier-Robson, Kyte-Doolittle, Eisenberg, Karplus-Schultz o
Jameson-Wolf, o basandose en la inmunogenicidad. Los fragmentos que contienen dichas estructuras son
particularmente utiles en la generacion de anticuerpos anti-STEAP-1 o células T especificos de subunidades o en la
identificacion de factores celulares que se unen a STEAP-1. Por ejemplo, utilizando el método de Hopp, T. P. y
Woods, K. R., 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 78: 3824-3828, pueden generarse perfiles de hidrofobicidad y los
fragmentos peptidicos inmunogénicos pueden identificarse. Usando el método de Kyte, J. y Doolittle, R. F., 1982, J.
Mol. Biol. 157: 105-132 pueden generarse perfiles de hidropaticidad y los fragmentos peptidicos inmunogénicos
pueden identificarse. Los perfiles de Porcentaje (%) de Restos Accesibles pueden generarse y los fragmentos
peptidicos inmunogénicos pueden identificarse, usando el método de Janin J., 1979, Nature 277: 491-492. Los
perfiles de Flexibilidad Promedio pueden generarse, y los fragmentos peptidicos inmunogénicos pueden identificarse
usando el método de Bhaskaran R., Ponnuswamy P. K., 1988, Int. J. Pept. Protein Res. 32: 242-255. Los perfiles de
giro Beta pueden generarse, y los fragmentos peptidicos inmunogénicos pueden identificarse usando el método de
Deleage, G., Roux B., 1987, Protein Engineering 1: 289-294.

Los epitopos CTL pueden determinarse usando algoritmos especificos para identificar péptidos en una proteina
STEAP-1 que sean capaces de unirse éptimamente a alelos HLA especificados (por ejemplo, usando el sitio
SYFPEITHI en la URL de la red informatica mundial www syfpeithi.bomi-heidelberg.com/; los listados de la Tabla
IV(A)-(E); Epimatrix™ y Epimer™, Brown University, URL (brown.edu/Research/TB-
HIV_Lab/epimatrix/epimatrix.html); y BIMAS, URL bimas.dcrt.nih.gov/). llustrando esto, se predijeron epitopos
peptidicos de STEAP-1 que se presentan en el contexto de las moléculas MHC de Clase | humanas, por ejemplo,
HLA-A1, A2, A3, A11, A24, B7 y B35 (véanse, por ejemplo, las Tablas V-XVIII, XXII-LI). De manera especifica, la
secuencia de aminoacidos completa de la proteina STEAP-1 y las porciones relevantes de otras variantes, es decir,
las predicciones para los 9 restos flanqueantes para las HLA de Clase | en cada lado de una mutacién puntual, y las
predicciones para 14 restos flanqueantes para las HLA de Clase Il de cada lado de una mutaciéon puntual, se
introdujeron en el algoritmo de Busqueda de Motivos Peptidicos de HLA que se encuentra en el sitio web de la
Seccion de Bioinformatica y Andlisis Molecular (BIMAS) anteriormente enumerada; ademas del sitio SYFPEITHI, en
la URL syfpeithi.omi-heidelberg.com/.

El algoritmo de busqueda de motivos peptidicos HLA lo desarrollé el Dr. Ken Parker basandose en la union de
secuencias peptidicas especificas en el surco de las moléculas de HLA de Clase |, en particular HLA-A2 (véase, por
ejemplo, Falk et al., Nature 351: 290-6 (1991); Hunt et al., Science 255: 1261-3 (1992); Parker et al., J. Immunol.
149: 3580-7 (1992); Parker et al, J. Immunol. 152: 163-75 (1994)). Este algoritmo permite la localizacion y
clasificacion de péptidos de 8, 9 y 10 meros de una secuencia completa de proteina para una unién prevista a HLA-
A2 asi como numerosas otras moléculas de HLA de Clase |. Muchos péptidos de unién de HLA de clase | tienen 8-,
9-, 10 u 11 meros. Por ejemplo para el HLA-A2 de Clase |, los epitopos contienen preferentemente una leucina (L) o
una metionina (M) en la posicién 2 y una valina (V) o leucina (L) en el extremo C (véase, por ejemplo, Parker et al.,
J. Immunol. 149: 3580-7 (1992)). Los resultados seleccionados de los péptidos de unién a STEAP-1 previstos se
muestran en las Tablas V-XVIII y XXII-LI del presente documento. En las Tablas V-XVIII y XXII-XLVII, se muestran
candidatos seleccionados, 9 y 10 meros, para cada miembro de la familia junto con su localizacién, la secuencia de
aminoacidos de cada péptido especifico, y una puntuacién de unién estimada. En las Tablas XLVIII-LI, se muestran
candidatos seleccionados, 15 meros, para cada miembro de la familia junto con su localizacion, la secuencia de
aminoacidos de cada péptido especifico, y una puntuaciéon de unién estimada. La puntuacion de unién corresponde
al tiempo medio estimado de disociacion de los complejos que contienen el péptido a 37 °C a pH de 6,5. Se prevé
que los péptidos con mayor puntuaciéon de unién sean los que mas fuertemente se unan al HLA de Clase | en la
superficie celular durante el periodo de tiempo méas largo y por lo tanto representen las mejores dianas
inmunogénicas para el reconocimiento de células T.

La union real de péptidos a un alelo de HLA puede evaluarse a través de la estabilizacion de la expresién de HLA en
la linea celular T2 con procesamiento antigénico defectuoso (véase, por ejemplo, Xue et al., Prostate 30: 73-8 (1997)
y Peshwa et al., Prostate 36: 129-38 (1998)). La inmunogenicidad de péptidos especificos puede evaluarse in vitro a
través de la estimulacion de linfocitos T citotoxicos (CTL) CD8+ en presencia de células presentadoras de antigeno,
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tales como las células dendriticas.

Se apreciara que cada uno de los epitopos previstos por el sitio BIMAS, los sitios Epimer™ y Epimatrix™, o
especificados por los motivos de HLA de clase | y clase Il disponibles en la técnica o que seran parte de la técnica
tal como los que se exponen en la Tabla IV (o determinados usando la URL de la red informatica mundial (www)
syfpeithi.bmi-heidelberg.com/, o BIMAS, bimas.dcrt.nih.gov/) se “aplicaran” a una proteina STEAP-1 de acuerdo con
la invencion. Tal como se usa en este contexto “aplicado” significa que una proteina STEAP-1 se evalla, por
ejemplo, visualmente o mediante métodos de busqueda de patrones basados en ordenador, tal como aprecian los
expertos en la técnica en cuestién. Se proporciona cada subsecuencia de una proteina STEAP-1 de 8, 9, 10 u 11
restos de aminoacidos que portan un motivo de HLA de Clase I, o una subsecuencia de 9 o mas restos de
aminoacidos que porta un motivo de HLA de Clase Il.

11IB.) Expresion de proteinas relacionadas con STEAP-1

STEAP-1 puede expresarse convenientemente en células (tales como células 293T) transfectadas con un vector de
expresion disponible en el comercio, tal como un vector de expresion dirigido por CMV que codifica STEAP-1 con
una etiqueta C terminal de 6 His y MYC (pcDNA3.1/mycHIS, Invitrogen o Tag5, GenHunter Corporation, Nashville
TN). El vector Tag5 proporciona una sefal de secrecion de IgGK que puede usarse para facilitar la produccién de
una proteina STEAP-1 secretada en células transfectadas. La STEAP-1 con etiqueta de HIS secretada en el medio
de cultivo puede purificarse, por ejemplo, en una columna de niquel usando técnicas convencionales.

ll.C.) Modificaciones de proteinas relacionadas con STEAP-1

Las modificaciones de proteinas relacionadas con STEAP-1 incluyen modificaciones covalentes. Un tipo de
modificacién covalente incluye hacer reaccionar los restos de aminoacidos dirigidos de un polipéptido STEAP-1 con
un agente derivatizante organico que sea capaz de reaccionar con las cadenas laterales seleccionadas o con los
restos N o C terminales de una proteina STEAP-1. Otro tipo de modificacién covalente de un polipéptido STEAP-1
comprende alterar el patron de glucosilacion nativo de una proteina de la invencion. Otro tipo de modificacion
covalente de STEAP-1 comprende ligar un polipéptido STEAP-1 con uno de varios polimeros no proteicos, por
ejemplo, polietilenglicol (PEG), polipropilenglicol, o polioxialquilenos, del modo que se expone en las Patentes de
Estados Unidos Nos 4.640.835; 4.496.689; 4.301.144; 4.670.417; 4.791.192 0 4.179.337.

Las proteinas relacionadas con STEAP-1 pueden modificarse también para formar una molécula quimérica que
comprenda STEAP-1 fusionad a otra secuencia de polipéptidos o de aminoacidos heterdloga. Dicha molécula
quimérica puede sintetizarse quimica o recombinantemente. Una molécula quimérica puede tener una proteina de la
invencion fusionada con otro antigeno asociado a tumores o fragmento del mismo. Como alternativa, una proteina
de acuerdo con la invencién puede comprender una fusion de fragmentos de una secuencia de STEAP-1 (de
aminoacidos o acidos nucleicos) tal como una molécula que se crea que no es, a lo largo de su longitud,
directamente homoéloga a las secuencias de aminoacidos o acidos nucleicos que se muestran en la Figura 2 o Figura
3. Dicha molécula quimérica puede comprender multiplos de la misma subsecuencia de STEAP-1. Una molécula
quimérica puede comprender una fusion de una proteina relacionada con STEAP-1 con una etiqueta epitdpica de
polihistidina, que proporciona un epitopo al cual puede unirse selectivamente niquel inmovilizado, con citocinas o
con factores de crecimiento. La etiqueta epitdpica generalmente se coloca en el extremo amino o carboxilo de una
proteina STEAP-1. Como alternativa, la molécula quimérica puede comprender una fusion de una proteina
relacionada con STEAP-1 con una inmunoglobulina o una regién particular de una inmunoglobulina. Para una forma
bivalente de la molécula quimérica (denominada también “inmunoadesina”), dicha fusion puede ser con la regién Fc
de una molécula de IgG. Las fusiones de IgG incluyen preferentemente la sustitucién de una forma soluble (dominio
transmembrana delecionado o inactivado) de un polipéptido de STEAP-1 en lugar de al menos una regién variable
dentro de una molécula de Ig. En una realizacion preferida, la fusién de inmunoglobulina incluye las regiones
bisagra, CH2 y CH3, o la bisagra, CHI, CH2 y CH3 de una molécula de IgGl. Para la produccién de fusiones de
inmunoglobulinas véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N® 5.428.130 expedida el 27 de junio de 1995.

lll.D.) Usos de proteinas relacionadas con STEAP-1

Las proteinas de la invencién tienen una serie de distintos usos especificos. Dado que STEAP-1 tiene una alta
expresion en prostata y en otros canceres, las proteinas relacionadas con STEAP-1 se usan en métodos para
evaluar el estado de los productos génicos de STEAP-1 en tejidos normales frente a cancerosos, esclareciendo de
este modo el fenotipo maligno. Normalmente, se usan polipéptidos de regiones especificas de una proteina STEAP-
1 para evaluar la presencia de perturbaciones (tales como deleciones, inserciones, mutaciones puntuales etc.) en
aquellas regiones (tales como regiones que contienen uno o mas motivos). Los ensayos ejemplares utilizan
anticuerpos o células T dirigidos a proteinas relacionadas con STEAP-1 que comprenden los restos de aminoacidos
de uno o mas de los motivos bioldgicos contenidos dentro de una secuencia polipeptidica de STEAP-1 para evaluar
las caracteristicas de esta region en tejidos normales frente a cancerosos o para suscitar una respuesta inmunitaria
contra el epitopo. Como alternativa, las proteinas relacionadas con STEAP-1 que contienen restos de aminoacidos
de uno mas de los motivos biolégicos en una proteina STEAP-1, se usan para explorar factores que interaccionan
con esa region de STEAP-1.
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Los fragmentos/subsecuencias de la STEAP-1 son particularmente Utiles en la generacién y caracterizacién de
anticuerpos de dominio especifico (por ejemplo, anticuerpos que reconocen un epitopo extracelular o intracelular de
una proteina STEAP-1), para identificar agentes o factores celulares que se unen a STEAP-1 o a un dominio
estructural particular del mismo, y en diversos contextos terapéuticos y diagnosticos, que incluyen, pero sin
limitacion, ensayos diagndsticos, vacunas contra el cancer y métodos para preparar dichas vacunas.

Las proteinas codificadas por los genes de STEAP-1, o por analogos, homoélogos o fragmentos de los mismos,
tienen varios usos, incluyendo pero sin limitacién, la generacién de anticuerpos y métodos para identificar ligandos y
otros agentes y constituyentes celulares que se unen a un producto génico de STEAP-1. Los anticuerpos suscitados
contra una proteina STEAP-1 o fragmento de la misma, son Utiles en ensayos diagnésticos y prondsticos, y
metodologias de formacién de imagen en el control de canceres humanos caracterizados por la expresion de la
proteina STEAP-1, tales como los enumerados en la Tabla |. Dichos anticuerpos pueden expresarse
intracelularmente y usarse en métodos para tratar pacientes con dichos canceres. Los acidos nucleicos o proteinas
relacionados con STEAP-1 también se usan en la generacion de respuestas HTL o CTL.

Se usan diversos ensayos inmunolégicos Utiles para la deteccion de STEAP-1, que incluyen, pero sin limitacién,
diversos tipos de radioinmunoensayos, ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA), ensayos
inmunofluorescentes ligados a enzimas (ELIFA), métodos inmunocitoquimicos y similares. Los anticuerpos pueden
marcarse y usarse como reactivos inmunologicos de formacion de imagenes que pueden detectar células que
expresen STEAP-1 (por ejemplo, en métodos de formacién de imagenes por radioescintigrafia). Las proteinas
STEAP-1 son particularmente Utiles en la generacion de vacunas contra el cancer, tal como se describe
adicionalmente en el presente documento.

1V.) Anticuerpos de STEAP-1

Otro aspecto de la invencion proporciona anticuerpos que se unen a proteinas relacionadas con STEAP-1. Los
anticuerpos preferidos se unen especificamente a una proteina relacionada con STEAP-1 y no se unen (0 se unen
débilmente) a péptidos o proteinas que no son proteinas relacionadas con STEAP-1. Por ejemplo, los anticuerpos
que se unen a STEAP-1 pueden unirse a proteinas relacionadas con STEAP-1, tales como los analogos o analogos
de las mismas.

Los anticuerpos de STEAP-1 de la invencién son particularmente Utiles en ensayos diagnésticos y pronésticos del
cancer (véase, por ejemplo, la Tabla I), y metodologias de formaciéon de imagen. De forma similar, dichos
anticuerpos son utiles en el tratamiento, diagnostico y/o prondstico de otros canceres, en la medida en la que
STEAP-1 también se expresa o0 se sobreexpresa en estos otros canceres. Ademas, los anticuerpos expresados
intracelularmente (por ejemplo, anticuerpos monocatenarios) son terapéuticamente Utiles en el tratamiento de
canceres, tales como canceres de prdstata avanzados o metastasicos, en los que esta implicada la expresion de
STEAP-1.

Diversos ensayos inmunolégicos son Utiles para la deteccion y cuantificacion de STEAP-1 y proteinas mutantes
relacionadas con STEAP-1. Dichos ensayos pueden comprender uno o mas anticuerpos de STEAP-1 capaces de
reconocer y unirse a una proteina relacionada con STEAP-1, siempre que sea apropiado. Estos ensayos se realizan
en diversos formatos de ensayos inmunoldgicos bien conocidos en la técnica, que incluyen pero sin limitacién,
diversos tipos de radioinmunoensayos, ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA), y ensayos
inmunofluorescentes ligados a enzimas (ELIFA), y similares.

Los ensayos inmunolégicos sin anticuerpos de la presente invencién también comprenden ensayos (inhibidores o
estimuladores) de inmunogenicidad con células T asi como ensayos de unién al complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC).

Ademas, también se proporcionan métodos inmunolégicos de formaciéon de imagenes que pueden detectar el cancer
de prostata y otros canceres que expresen STEAP-1, incluyendo, pero sin limitacion, métodos de formacion de
imagenes por radioescintigrafia que usan anticuerpos de STEAP-1 marcados. Dichos ensayos son clinicamente
utiles en la deteccion, control, y pronostico de canceres, tales como cancer de prostata, que expresan STEAP-1.

Los anticuerpos de STEAP-1 también se usan en métodos para purificar una proteina relacionada con STEAP-1 y
para aislar homologos y moléculas relacionadas con STEAP-1. Por ejemplo, un método para purificar una proteina
relacionada con STEAP-1 comprende incubar un anticuerpo de STEAP-1, que se ha acoplado a una matriz sélida,
con un lisado u otra soluciéon que contiene una proteina relacionada con STEAP-1 en condiciones que permitan que
el anticuerpo de STEAP-1 se una a la proteina relacionada con STEAP-1; lavar la matriz sélida para eliminar las
impurezas; y eluir la proteina relacionada con STEAP-1 del anticuerpo acoplado. Otros usos de los anticuerpos de
STEAP-1 incluyen generar anticuerpos antiidiotipicos que imiten a una proteina STEAP-1.

En la técnica se conocen bien diversos métodos para la preparacién de anticuerpos. Por ejemplo, pueden

prepararse anticuerpos inmunizando a un hospedador mamifero adecuado usando una proteina relacionada con
STEAP-1, un péptido, o un fragmento, en forma aislada o inmunoconjugada (Antibodies: A Laboratory Manual, CSH
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Press, Eds., Harlow, y Lane (1988); Harlow, Antibodies, Cold Spring Harbor Press, NY (1989)). Ademas, también
pueden usarse proteinas de fusion de STEAP-1, tales como una proteina de fusion GST STEAP-1. Puede
producirse una proteina de fusién con GST que comprenda todas o que pueda ser la mayoria de las secuencias de
aminoacidos de la Figura 2 o Figura 3, después usarse como un inmundégeno para generar anticuerpos apropiados.
Como alternativa, puede sintetizarse una proteina relacionada con STEAP-1 y usarse como un inmunogeno.

Ademas, se usan las técnicas de inmunizacion de ADN desnudo conocidas en la técnica (con o sin proteina
relacionada con STEAP-1 purificada o células que expresan STEAP-1) para generar una respuesta inmunitaria para
el inmunogeno codificado (para una revision, véase Donnelly et al., 1997, Ann. Rev. Immunol. 15: 617-648).

La secuencia de aminoacidos de una proteina STEAP-1, como se muestra en la Figura 2 o Figura 3, puede
analizarse para seleccionar regiones especificas de la proteina STEAP-1 para generar anticuerpos. Por ejemplo, los
analisis de hidrofobicidad e hidrofilicidad de una secuencia de aminoacidos de STEAP-1 se usan para identificar
regiones hidréfilas en la estructura de STEAP-1. Las regiones de una proteina STEAP-1 que muestran estructura
inmunogénica, asi como otras regiones y dominios, pueden identificarse facilmente usando diversos métodos
distintos conocidos en la técnica, tal como los andlisis de Chou-Fasman, Garnier-Robson, Kyte-Doolittte, Eisenberg,
Karplus-Schultz o0 Jameson-Wolf. Los perfiles de Hidrofilicidad pueden generarse usando el método de Hopp, T. P. y
Woods, K. R., 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 78: 3824-3828. Los perfiles de Hidropaticidad pueden generarse
usando el método de Kyte, J. y Doolittle, R. F., 1982, J. Mol. Biol. 157: 105-132. Los perfiles de Porcentaje (%) de
Restos Accesibles pueden generarse usando el método de Janin J., 1979, Nature 277: 491-492. Los perfiles de
Flexibilidad Promedio pueden generase usando el método de Bhaskaran R., Ponnuswamy P. K., 1988, Int. J. Pept.
Protein Res. 32: 242-255. Los perfiles de giro Beta pueden generarse usando el método de Deleage, G., Roux B.,
1987, Protein Engineering 1: 289-294. Por lo tanto, se contempla cada regién identificada mediante cualquiera de
estos programas o métodos. Los métodos para la generacion de anticuerpos de STEAP-1 se ilustran adicionalmente
a modo de ejemplos proporcionados en el presente documento. Los métodos para preparar una proteina o un
polipéptido para su uso como un inmundgeno son muy conocidos en la técnica. También se conocen bien en la
técnica métodos para preparar conjugados inmunogénicos de una proteina con un vehiculo, tal como BSA, KLH u
otra proteina vehiculoa. En algunas circunstancias, se usa la conjugacion directa usando, por ejemplo, reactivos de
carbodiimida; en otros casos son eficaces los reactivos de unién, tales como los suministrados por Pierce Chemical
Co., Rockford, IL. La administracion de un inmunégeno de STEAP-1 se realiza a menudo mediante inyeccion a lo
largo de un periodo de tiempo adecuado y con el uso de un adyuvante adecuado, tal como se sabe en la técnica.
Durante el régimen de inmunizacién, se pueden tomar titulos de anticuerpos para determinar la idoneidad de la
formacion de anticuerpos.

Los anticuerpos monoclonales de STEAP-1 pueden producirse por diversos medios bien conocidos en la técnica.
Por ejemplo, lineas celulares inmortalizadas que segregan un anticuerpo monoclonal deseado se preparan usando
la tecnologia convencional del hibridoma de Kohler y Milstein o modificaciones que inmortalizan las células B
productoras de anticuerpos, tal como se conoce generalmente. Las lineas celulares inmortalizadas que segregan los
anticuerpos deseados se exploran mediante inmunoensayos en los que el antigeno es una proteina relacionada con
STEAP-1. Cuando se identifica el cultivo apropiado de células inmortalizadas, las células pueden expandirse y los
anticuerpos pueden producirse a partir de cultivos in vitro o a partir de fluido ascitico.

Los anticuerpos o fragmentos también pueden producirse a través de medios recombinantes. Las regiones que se
unen especificamente a las regiones deseadas de una proteina STEAP-1 también pueden producirse en el contexto
de los anticuerpos quiméricos o insertados con una regién determinante de la complementariedad (CDR) originados
en multiples especies. También pueden producirse anticuerpos humanizados o humanos de STEAP-1 y se prefieren
para su uso en contextos terapéuticos. Se conocen bien métodos para humanizar anticuerpos murinos y otros no
humanos, sustituyendo una o mas de las CDR del anticuerpo no humano por secuencias de anticuerpo
correspondientes humanas (véase por ejemplo, Jones et al., 1986, Nature 321: 522-525; Riechmann et al., 1988,
Nature 332: 323-327; Verhoeyen et al., 1988, Science 239: 1534-1536). Véase también, Carter et al., 1993, Proc.
Natl. Acad. Sci. EE.UU. 89: 4285 y Sims et al., 1993, J. Immunol. 151: 2296.

Los métodos para producir anticuerpos monoclonales completamente humanos incluyen los métodos de
presentacién de fagos y transgénicos (para una revisién, véase Vaughan et al., 1998, Nature Biotechnology 16: 535-
539). Los anticuerpos monoclonales completamente humanos de STEAP-1 pueden generarse usando tecnologias
de clonacién que emplean genotecas combinatorias de gran tamafio de genes de IgG humana (es decir,
presentacién de fagos) (Griffiths y Hoogenboom, Building an in vitro immune system: human antibodies from phage
display libraries. In: Protein Engineering of Antibody Molecules for Prophylactic and Therapeutic Applications in Man,
Clark, M. (Ed.), Nottingham Academic, paginas 45-64 (1993); Burton y Barbas, Human Antibodies from combinatorial
libraries. Id., paginas 65-82). Los anticuerpos monoclonales completamente humanos de STEAP-1 también pueden
producirse usando ratones transgénicos modificados por ingenieria genética para contener los loci de los genes de
inmunoglobulinas humanas como se describe en la Solicitud de Patente PTC WQ098/24893, Kucherlapati y
Jakobovits et al., publicada el 3 de diciembre de 1997 (véase también, Jakobovits, 1998, Exp. Opin. Invest. Drugs
7(4): 607-614; patentes de Estados Unidos 6.162.963 expedida el 19 de diciembre de 2000; 6.150.584 expedida el
12 de noviembre de 2000; y 6.114598 expedida el 5 de septiembre de 2000). Este método impide la manipulacion in
vitro que se requiere en la tecnologia de presentacién de fagos y produce eficazmente anticuerpos humanos
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auténticos de alta afinidad.

La reactividad de los anticuerpos STEAP-1 con una proteina relacionada con STEAP-1 puede establecerse
mediante diversos medios bien conocidos, incluyendo transferencia de Western, inmunoprecipitacion, ELISA y
andlisis por FACS usando, siempre que sea apropiado, proteinas relacionadas con STEAP-1, células que expresan
STEAP-1 o extractos de las mismas. Un anticuerpo de STEAP-1 o fragmento del mismo puede marcarse con un
marcaje detectable o conjugarse con una segunda molécula. Los marcadores detectables adecuados incluyen, pero
sin limitacion, un radiois6topo, un compuesto fluorescente, un compuesto bioluminiscente, un compuesto
quimioluminiscente, un quelante metalico o una enzima. Ademas, los anticuerpos biespecificos especificos para dos
0 mas epitopos de STEAP-1 se generan usando métodos que se conocen generalmente en la técnica. Los
anticuerpos homodiméricos pueden generarse también mediante técnicas de entrecruzamiento conocidas en la
técnica (por ejemplo, Wolff et al., Cancer Res. 53: 2560-2565).

V.) Respuestas inmunitarias celulares de STEAP-1

Se ha definido el mecanismo por el cual las células T reconocen antigenos. Las composiciones de vacunas de
epitopos peptidicos eficaces de la invencién incluyen una respuesta inmunitaria terapéutica o profilactica en
segmentos muy amplios de la poblacién mundial. Para entender el valor y la eficacia de las composiciones de la
invencién que inducen respuestas inmunitarias celulares, se proporciona una breve revision de la tecnologia
relacionada con la inmunologia.

Un complejo de una molécula de HLA y un antigeno peptidico actiian como el ligando reconocido por las células T
restringidas por HLA (Buus, S. et al., Cell 47: 1071, 1986; Babbitt, B. P. et al., Nature 317: 359, 1985; Townsend, A.
y Bodmer, H., Annu. Rev. Immunol, 7: 601, 1989; Germain, R. N., Annu. Rev. Immunol. 11: 403, 1993). A través del
estudio de analogos de antigeno con un solo aminodcido sustituido y la secuenciacion de péptidos endégenamente
unidos, procesados de manera natural, se han identificado restos criticos que corresponden a motivos necesarios
para la unién especifica a moléculas de antigeno de HLA y se exponen en la Tabla IV (véase también, por ejemplo,
Southwood, et al., J. Immunol. 160: 3363, 1998; Rammensee, et al., Immunogenetics 41: 178, 1995; Rammensee et
al.,, SYFPEITHI, acceso a través de la URL de la red informatica mundial www syfpeithi.bmi-heidelberg.com/; Sette,
A. y Sidney, J. Curr. Opin. Immunol. 10: 478, 1998; Engelhard, V. H., Curr. Open. Immunol. 6: 13, 1994; Sette, A. y
Grey, H. M., Curr. Opin. Immunol. 4: 79, 1992; Sinigaglia, F. y Hammer, J. Curr. Biol. 6: 52, 1994; Ruppert et al., Cell
74:929-937, 1993; Kondo et al., J. Immunol. 155: 4307-4312, 1995; Sidney et al., J. Immunol. 157: 3480-3490, 1996;
Sidney et al., Human Immunol. 45: 79-93,1996; Sette, A. y Sidney, J. Immunogenetics 1999 Nov; 50(3-4): 201-12,
Review).

Ademas, andlisis cristalograficos con rayos x de complejos péptido-HLA han revelado bolsillos dentro de la
hendidura/surco de la unién peptidica de moléculas de HLA que alojan, de un modo especifico de alelo, restos
sostenidos por ligandos peptidicos; a su vez, estos restos determinan la capacidad de unién a HLA de los péptidos
en los que estan presentes. (Véase, por ejemplo, Madden, D. R. Annu. Rev. Immunol. 13: 587, 1995; Smith, et al.,
Immunity 4: 203, 1996; Fremont et al., Immunity 8: 305, 1998; Stem et al., Structure 2: 245, 1994; Jones, E. Y. Curr.
Opin. Immunol. 9: 75,1997; Brown, J. H. et al., Nature 364: 33, 1993; Guo, H. C. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU.
90: 8053, 1993; Guo, H. C. et al., Nature 360: 364, 1992; Silver, M. L. et al., Nature 360: 367, 1992; Matsumura, M.
et al., Science 257: 927, 1992; Madden et al., Cell 70: 1035, 1992; Fremont, D. H. et al., Science 257:919, 1992;
Saper, M. A., Bjorkman, P. J. y Wiley, D. C., J. Mol. Biol. 219: 277, 1991).

Por consiguiente, la definicion de motivos de unién a HLA de clase | y clase I, especifica de alelo, o supermotivos de
clase | o clase I, permite la identificacion de regiones dentro de una proteina que se correlaciona con la unién a uno
0 mas antigenos particulares de HLA.

Por lo tanto, mediante un proceso de identificacién de motivos HLA, se han identificado candidatos para vacunas
basadas en epitopos; dichos candidatos pueden evaluarse adicionalmente mediante ensayos de unién peptidica a
HLA para determinar la afinidad de unién y/o el periodo de tiempo de asociacién del epitopo y su molécula de HLA
correspondiente. Puede realizarse un trabajo confirmatorio adicional para seleccionar, entre estos candidatos a
vacunas, epitopos con caracteristicas preferidas en cuanto a cobertura poblacional y/o inmunogenicidad.

Para evaluar la inmunogenicidad celular pueden utilizarse diversas estrategias, incluyendo:

1) Evaluacién de cultivos primarios de células T de individuos normales (véase, por ejemplo, Wentworth, P. A. et
al, Mol. Immunol. 32: 603, 1995; Celis, E. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 2105, 1994; Tsai, V. et al., J.
Immunol. 158: 1796,1997; Kawashima, I. et al, Human Immunol. 59:1, 1998). Este procedimiento implica la
estimulacién de linfocitos de sangre periférica (LSP) de sujetos normales con un péptido de ensayo en presencia
de células presentadoras de antigenos in vitro durante un periodo de varias semanas. Las células T especificas
para el péptido se vuelven activas durante este tiempo y se detectan usando, por ejemplo, un ensayo de
liberacion de una linfocina o de *'Cr que implica células diana sensibilizadas con péptidos.

2) Inmunizacioén de ratones transgénicos HLA (véase, por ejemplo, Wentworth, P. A. et al., J. Immunol. 26: 97,
1996; Wentworth, P. A. ef al., Int. Immunol. 8: 651, 1996; Alexander, J. et al., J. Immunol. 159: 4753, 1997). Por
ejemplo, en dichos métodos, se administran péptidos en adyuvante incompleto de Freund por via subcutédnea a
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ratones transgénicos HLA. Varias semanas después de la inmunizacién, se extraen los esplenocitos y se cultivan
in vitro en presencia del péptido de ensayo durante aproximadamente una semana. Las células T especificas del
péptido se detectan usando, por ejemplo, un ensayo de liberacion de ¥Cr que implica células diana
sensibilizadas con péptidos y células diana que expresan antigenos generados endégenamente.

3) Demostracién de respuestas recuerdo de células T de individuos inmunes que se han vacunado eficazmente
y/o de pacientes con enfermedad cronica (véase, por ejemplo, Rehermann, B. et al., J. Exp. Med. 181: 1047,
1995; Doolan, D. L. et al., Immunity 7: 97, 1997; Bertoni, R. et al., J. Clin. Invest. 100: 503, 1997; Threlkeld, S. C.
et al., J. Immunol. 159: 1648, 1997; Diepolder, H. M. et al., J. Virol. 71: 6011, 1997). Por consiguiente, las
respuestas recuerdo se detectan cultivando LSP de sujetos que se han expuesto al antigeno debido a la
enfermedad y por lo tanto han generado “de manera natural” una respuesta inmunitaria, o de pacientes que se
vacunaron contra el antigeno. Los LSP de los sujetos se cultivan in vitro durante 1-2 semanas en presencia del
péptido de ensayo y de células presentadoras de antigeno (CPA) para permitir la activacién de células T de
“memoria” en comparacion con células T “virgenes”. Al final del periodo de cultivo, la actividad de las células T se
detecta usando ensayos que incluyen la liberacién de *Cr que implican dianas sensibilizadas con péptidos,
proliferacién de células T o liberacién de linfocinas.

VL) Animales transgénicos de STEAP-1

También pueden usarse &cidos nucleicos que codifican una proteina relacionada con STEAP-1 para generar
animales transgénicos o animales genosuprimidos (“knock out’) que, en cambio, son Utiles en el desarrollo y la
exploracion de reactivos terapéuticamente Utiles. De acuerdo con técnicas establecidas, el ADNc que codifica
STEAP-1 puede usarse para clonar ADN gendémico que codifica STEAP-1. Las secuencias gendémicas clonadas
pueden usarse después para generar animales transgénicos que contengan células que expresen ADN que codifica
STEAP-1. Los métodos para generar animales transgénicos, en particular animales tales como ratones o ratas, se
han vuelto convencionales en la técnica y se describen, por ejemplo, en las Patentes de Estados Unidos Nos
4.736.866, expedida el 12 de abril de 1988 y 4.870.009, expedida el 26 de septiembre de 1989. Normalmente,
células particulares deberian estar dirigidas para la incorporacion del transgén de STEAP-1 con potenciadores
especificos de tejido.

Los animales transgénicos que incluyen una copia o un transgén que codifican STEAP-1 pueden usarse para
examinar el efecto de la expresién aumentada del ADN que codifica STEAP-1. Dichos animales pueden usarse
como animales de ensayo para reactivos que se cree que confieren proteccion, por ejemplo, de afecciones
patoldgicas asociadas con su sobreexpresion. De acuerdo con este aspecto de la invencion, un animal se trata con
un reactivo y una incidencia reducida de una afeccion patolégica, en comparacion con los animales no tratados que
portan el transgén, indicaria una posible intervencion terapéutica para la afeccion patolégica.

Como alternativa, pueden usarse homoélogos no humanos de STEAP-1 para construir un animal genosuprimido de
STEAP-1 que tiene un gen que codifica STEAP-1 defectuoso o alterado como resultado de la recombinacion
homologa entre el gen enddgeno que codifica STEAP-1 y el ADN gendémico alterado que codifica STEAP-1
introducido en una célula embrionaria del animal. Por ejemplo, el ADNc que codifica STEAP-1 puede usarse para
clonar ADN genémico que codifica STEAP-1 de acuerdo con técnicas establecidas. Una porcion del ADN genémico
que codifica STEAP-1 puede delecionarse o reemplazarse por otro gen, tal como un gen que codifica un marcador
de seleccion, que puede usarse para controlar la integracién. Normalmente, en el vector se incluyen varias kilobases
de ADN flanqueante inalterado (tanto en el extremo 5 como en el 3’) (véase, por ejemplo, Thomas y Capecchi, Cell,
51: 503 (1987) para una descripcion de vectores de recombinacién homéloga). El vector se introduce en una linea
de células madre embrionaria (por ejemplo, por electroporaciéon) y se seleccionan células en las que el ADN
introducido se ha recombinado de manera homdloga con el ADN enddgeno (véase, por ejemplo, Li et al., Cell, 69:
915 (1992)). Las células seleccionadas se inyectan después en un blastocisto de un animal (por ejemplo, un ratén o
una rata) para formar quimeras de agregacion (véase, por ejemplo, Bradley, in Teratocarcinomas and Embryonic
Stem Cells: A Practical Approach, E. J. Robertson, ed. (IRL, Oxford, 1987), paginas 113-152). Después, un embrién
quimérico puede implantarse en un animal adoptivo hembra seudogestante adecuado, y llevar a término el embrién
para crear un animal genosuprimido. La descendencia portadora de ADN recombinado de manera homoéloga en sus
células germinales puede identificarse por técnicas convencionales y usarse para criar animales en los que todas las
células del animal contienen ADN recombinado de manera homéloga. Los animales genosuprimidos pueden
caracterizarse, por ejemplo, por su capacidad para defenderse contra determinadas afecciones patoldgicas o por
desarrollar afecciones patolégicas debido a la ausencia de un polipéptido de STEAP-1.

VIl.) Métodos para la deteccion de STEAP-1

En el presente documento también se describen métodos para detectar polinucle6tidos de STEAP-1 y proteinas
relacionadas con STEAP-1, asi como a métodos para identificar una célula que expresa STEAP-1. El perfil de
expresion de STEAP-1 hace de este un marcador diagnostico para enfermedades metastatizadas. Por consiguiente,
el estado de los productos génicos de STEAP-1 proporciona informaciéon Gtil para predecir varios factores,
incluyendo susceptibilidad a enfermedad en fase avanzada, velocidad de progresion, y/o agresividad del tumor. Tal
como se explica con detalle en el presente documento, el estado de los productos génicos de STEAP-1 en las
muestras de pacientes puede analizarse por varios protocolos conocidos bien en la técnica incluyendo andlisis
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inmunohistoquimico, la variedad de técnicas de transferencia de Northern incluyendo hibridacion in situ, andlisis de
RT-PCR (por ejemplo en muestras microdiseccionadas por laser de captura), andlisis de transferencia de Western y
analisis de matriz tisular.

Mas en particular, se proporcionan ensayos para la deteccion de polinucleétidos de STEAP-1 en una muestra
biolégica, tal como suero, hueso, prostata y otros tejidos, y se proporcionan preparaciones de orina, semen,
celulares, y similares. Los polinucle6tidos de STEAP-1 detectables incluyen, por ejemplo, un gen de STEAP-1 o
fragmento del mismo, ARNm de STEAP-1, los ARNm de una variante alternativa de corte y empalme de STEAP-1,y
moléculas de ARN o ADN recombinantes que contienen un polinucle6tido de STEAP-1. Se conocen bien en la
técnica diversos métodos para amplificar y/o detectar la presencia de los polinucleétidos de STEAP-1.

Un método para detectar un ARNm de STEAP-1 en una muestra biolégica puede comprender producir ADNc de la
muestra mediante retrotranscripciéon usando al menos un cebador; amplificar el ADNc producido de este modo
usando polinucleétidos de STEAP-1 como cebadores sentido y antisentido para amplificar en su interior los ADNc de
STEAP-1; y detectar la presencia del ADNc de STEAP-1 amplificado. Opcionalmente, puede determinarse la
secuencia del ADNc amplificado de STEAP-1.

Como alternativa, un método para detectar un gen de STEAP-1 en una muestra biolégica comprende aislar primero
el ADN gendmico de la muestra; amplificar el ADN gendmico aislado usando polinucleétidos de STEAP-1 como
cebadores sentido y antisentido; y detectar la presencia del gen de STEAP-1 amplificado. A partir de una secuencia
de nucleotidos de STEAP-1 puede disefiarse cualquier nimero de combinaciones de sondas sentido y antisentido
(véase, por ejemplo, la Figura 2) y usarse para este fin.

La invencidn proporciona ensayos para detectar la presencia de una proteina STEAP-1 en un tejido u otra muestra
biolégica, tal como suero, semen, hueso, préstata, orina, preparaciones celulares y similares. Los métodos para
detectar una proteina relacionada con STEAP-1 también se conocen bien e incluyen, por ejemplo,
inmunoprecipitacién, analisis inmunohistoquimico, andlisis de transferencia de Western, ensayos de union
molecular, ELISA, ELIFA y similares. Por ejemplo, un método para detectar la presencia de una proteina relacionada
con STEAP-1 en una muestra biolégica comprende, poner en contacto primero la muestra con un anticuerpo de
STEAP-1, con un fragmento reactivo de STEAP-1 del mismo, o con una proteina recombinante que contenga una
region de unién antigénica de un anticuerpo de STEAP-1; y detectar después, en la muestra, la unién de la proteina
relacionada con STEAP-1.

También se proporcionan métodos para identificar una célula que exprese STEAP-1. Un ensayo para detectar una
célula que exprese un gen de STEAP-1 puede comprender detectar la presencia de ARNm de STEAP-1 en la célula.
Se conocen bien métodos para detectar ARNm particulares en células e incluyen, por ejemplo, ensayos de
hibridacion que usan sondas de ADN complementarias (tales como hibridacion in situ usando ribosondas de STEAP-
1 marcadas, transferencia de Northern y técnicas relacionadas) y diversos ensayos de amplificacién de acidos
nucleicos (tales como RT-PCR que usa cebadores complementarios especificos para STEAP-1, y métodos de
deteccion de tipo amplificacién, tales como, por ejemplo, ADN ramificado, SISBA, TMA y similares). Como
alternativa, un ensayo para la identificacién de una célula que expresa un gen STEAP-1 comprende detectar la
presencia de una proteina relacionada con STEAP-1 en la célula o secretada por la célula. Se conocen bien en la
técnica diversos métodos para la deteccidn de proteinas y se emplean para la deteccion de proteinas relacionadas
con STEAP-1 y células que expresan proteinas relacionadas con STEAP-1.

El andlisis de la expresion de STEAP-1 también es til como una herramienta para identificar y evaluar agentes que
modulan la expresion génica de STEAP-1. Por ejemplo, la expresion de STEAP-1 esta regulada positivamente de
manera significativa en cancer de prostata, y se expresa en canceres de los tejidos enumerados en la Tabla I. La
identificacion de una molécula o de un agente biolégico que inhibe la expresion o sobreexpresién de STEAP-1 en
células cancerosas es de valor terapéutico. Por ejemplo, dicho agente puede identificarse usando una exploracién
que cuantifique la expresion de STEAP-1 mediante RT-PCR, hibridacién de acidos nucleicos o unién a anticuerpos.

VIil.) Métodos para controlar el estado de genes relacionados con STEAP-1 y sus productos

Se sabe que la oncogénesis es un proceso multietapa en el que el crecimiento celular se desregular
progresivamente y las células progresan desde un estado fisiolégico normal a un estado precanceroso y después a
estados cancerosos (véase, por ejemplo, Alers et al., Lab Invest. 77(5): 437-438 (1997) e Isaacs et al., Cancer Surv.
23: 19-32 (1995)). En este contexto, examinar una muestra biolégica para probar la desregulacion celular (tal como
la expresion aberrante de STEAP-1 en canceres) permite la deteccion temprana de dicha fisiologia aberrante, antes
de que un estado patoldgico, tal como cancer, haya progresado a un estadio en el que las opciones terapéuticas
estan mucho mas limitadas o el pronédstico es peor. En dichos examenes, el estado de STEAP-1 en una muestra
biolégica de interés puede compararse, por ejemplo, con el estado de STEAP-1 en una muestra normal
correspondiente (por ejemplo una muestra de ese individuo o como alternativa de otro individuo que no esta
afectado por una patologia). Una alteracién en el estado de STEAP-1 en la muestra biolégica (en comparacién con
la muestra normal) proporciona una prueba de la desregulacién del crecimiento celular. Ademas de usar una
muestra bioldgica que no esta afectada por una patologia como una muestra normal, también puede usarse un valor

32



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2537074 T3

normativo predeterminado, tal como un nivel normal predeterminado de expresion de ARNm (véase, por ejemplo,
Grever et al., J. Comp. Neurol. 9 de dic. 1996; 376(2): 306-14 y la Patente de Estados Unidos N° 5.837.501) para
comparar el estado de STEAP-1 en una muestra.

El término “estado” en este contexto se usa de acuerdo con su significado aceptado en la técnica y se refiere a la
condicion o estado de un gen y sus productos. Normalmente, los expertos en la técnica usan diversos parametros
para evaluar la condicién o estado de un gen y sus productos. Estos incluyen, pero sin limitacién, la localizacién de
productos génicos expresados (incluyendo la localizacién de células que expresan STEAP-1) asi como el nivel, y la
actividad biol6gica de los productos génicos expresados (tal como ARNm, polinucleétidos y polipéptidos de STEAP-
1). Normalmente, una alteracién en el estado de STEAP-1 comprende un cambio en la localizacién de STEAP-1 y/o
de las células que expresan STEAP-1 y/o un aumento de la expresion del ARNm o la proteina de STEAP-1.

El estado STEAP-1 en una muestra puede analizarse mediante diversos medios bien conocidos en la técnica, que
incluyen, sin limitacién, analisis inmunohistoquimicos, hibridacién in situ, andlisis por RT-PCR en muestras
microdiseccionadas con laser de captura, andlisis de transferencia de Western, y andlisis de matriz tisular. Los
protocolos tipicos para evaluar el estado de un gen de STEAP-1 y de los productos génicos se encuentran, por
ejemplo, en Ausubel et al. eds., 1995, Current Protocols In Molecular Biology, Unidades 2 (Transferencia de
Northern), 4 (Transferencia de Southern), 15 (Inmunotransferencia) y 18 (Analisis por PCR). Por lo tanto, el estado
de STEAP-1 en una muestra biolégica se evalta por diversos métodos utilizados por expertos en la técnica que
incluyen, pero sin limitacién, analisis genémico de Southern (para examinar, por ejemplo, perturbaciones en un gen
de STEAP-1), andlisis de Northern y/o andlisis por PCR del ARNm de STEAP-1 (para examinar, por ejemplo,
alteraciones de las secuencias de polinucleétidos o niveles de expresion de los ARNm de STEAP-1), y analisis de
Western y/o inmunohistoquimicos (para examinar, por ejemplo, alteraciones en las secuencias polipeptidicas,
alteraciones en la localizacion de los polipéptidos dentro de una muestra, alteraciones en los niveles de expresion de
las proteinas de STEAP-1 y/o asociaciones de las proteinas de STEAP-1 con miembros de unién polipeptidicos).
Los polinucleétidos detectables de STEAP-1 incluyen, por ejemplo, un gen de STEAP-1 o fragmento del mismo,
ARNm de STEAP-1, variantes de corte y empalme alternativas, los ARNm de STEAP-1, y moléculas de ADN o ARN
recombinantes que contienen un polinucleétido STEAP-1.

El perfil de expresién de STEAP-1 hace de este un marcador diagndstico para la enfermedad local y/o
metastatizada, y proporciona informacién del crecimiento o potencial oncogénico en una muestra biolégica. En
particular, el estado de STEAP-1 proporciona informacion util para predecir la susceptibilidad a estadios de la
enfermedad particulares, progresiéon y/o agresividad del tumor. La invencién proporciona métodos y ensayos para
determinar el estado de STEAP-1 y diagnosticar canceres que expresan STEAP-1, tales como canceres de los
tejidos enumerados en la Tabla |. Por ejemplo, dado que el ARNm de STEAP-1 tiene una expresion muy alta en
prostata y en otros canceres, en comparaciéon con el tejido de préstata normal, los ensayos que evallan los niveles
de los transcritos de ARNm o proteinas de STEAP-1 en una muestra biolégica pueden usarse para diagnosticar una
enfermedad asociada con la desregulacion de STEAP-1, y pueden proporcionar informacion pronéstica util en la
definicion de opciones terapéuticas apropiadas.

El estado de expresion de STEAP-1 proporciona informacién que incluye la presencia, el estadio y la localizacion de
células displasicas, precancerosas y cancerosas, prediciendo la susceptibilidad a distintos estadios de la
enfermedad, y/o para calibrar la agresividad de un tumor. Ademas, el perfil de expresion hace que este sea un
reactivo de formacién de imagenes util para enfermedades metastatizadas. Por consiguiente, un aspecto de la
invencion se dirige a los diversos métodos de pronéstico y diagnéstico molecular para examinar el estado de
STEAP-1 en muestras biolégicas tales como las de los individuos que padecen, o que se sospecha que padecen,
una patologia caracterizada por la desregulacion del crecimiento celular, tal como cancer.

Tal como se describe anteriormente, el estado de STEAP-1 en una muestra biolégica puede examinarse mediante
diversos procedimientos bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, el estado de STEAP-1 en una muestra bioldgica
tomada en una localizacién corporal especifica puede examinarse evaluando la muestra para detectar la presencia o
ausencia de células que expresan STEAP-1 (por ejemplo, aquellas que expresan los ARNm o proteinas de STEAP-
1). Este examen puede proporcionar pruebas de desregulacion del crecimiento celular, por ejemplo, cuando se
encuentran células que expresan STEAP-1 en una muestra bioldégica que normalmente no contiene dichas células
(tal como un ganglio linfatico), debido a que dichas alteraciones en el estado de STEAP-1 en una muestra biol6gica
se asocian a menudo con desregulacion del crecimiento celular. De modo especifico, un indicador de la
desregulacion del crecimiento celular es la metastasis de células cancerosas desde un érgano de origen (tal como la
préstata) a una zona corporal distinta (tal como un ganglio linfatico). En este contexto, la prueba de la desregulacién
del crecimiento celular es importante, por ejemplo, debido a que pueden detectarse metastasis ocultas en ganglios
linfaticos en una proporcion sustancial de pacientes con cancer de préstata, y dichas metastasis se asocian con
indicadores conocidos de progresion de la enfermedad (véase, por ejemplo, Murphy et al., Prostate 42(4): 315-317
(2000); Su et al., Semin. Surg. Oncol. 18(1): 17-28 (2000) y Freeman et al., J Urol agosto de 1995 154(2 Pt 1): 474-
8).

En el presente documento se describen métodos para controlar productos génicos de STEAP-1 determinando el
estado de los productos génicos de STEAP-1 que se expresan en las células de un individuo que se sospecha que
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tiene una enfermedad asociada con desregulacién del crecimiento celular (tal como hiperplasia o cancer) y después
comparando el estado determinado de ese modo con el estado de los productos génicos de STEAP-1 en una
muestra normal correspondiente. La presencia de productos génicos aberrantes de STEAP-1 en la muestra de
ensayo respecto a la muestra normal proporciona una indicacién de la presencia de la desregulacién del crecimiento
celular en las células del individuo.

También se proporcionan ensayos que son Utiles en la determinacién de la presencia de cancer en un individuo, que
comprende detectar un aumento significativo de la expresién del ARN o de las proteinas de STEAP-1 en una
muestra de ensayo de células o tejidos respecto a los niveles de expresion en la célula o tejido normal
correspondiente. La presencia de ARNm de STEAP-1 puede evaluarse, por ejemplo, en tejidos que incluyen, pero
sin limitacion, los enumerados en la Tabla |. La presencia de expresion significativa de STEAP-1 en cualquiera de
estos tejidos es Util para indicar la aparicion, la presencia y/o la gravedad de un cancer, ya que los tejidos normales
correspondientes no expresan ARNm de STEAP-1 o lo expresan a niveles més bajos.

En un caso referido, el estado de STEAP-1 puede determinarse a nivel de proteina mas que a nivel de acidos
nucleicos. Por ejemplo, dicho método comprende determinar el nivel de la proteina STEAP-1 que se expresa en las
células en una muestra de tejido de ensayo y comparar el nivel determinado de ese modo con el nivel de STEAP-1
expresado en una muestra normal correspondiente. En una realizacién, la presencia de la proteina STEAP-1 se
evallua, por ejemplo, usando métodos inmunohistoquimicos. Los anticuerpos o comparneros de uniéon de STEAP-1,
capaces de detectar la expresién de la proteina STEAP-1, se usan en varios formatos de ensayo bien conocidos en
la técnica para este fin.

Se puede evaluar el estado de una secuencia de nucleétidos o de aminoacidos de STEAP-1 en una muestra
biolégica para identificar perturbaciones en la estructura de estas moléculas. Estas perturbaciones pueden incluir
inserciones, deleciones, sustituciones y similares. Dichas evaluaciones son Utiles ya que estas perturbaciones en las
secuencias de nucleétidos y de aminoacidos se observan en un gran nuimero de proteinas asociadas con un
fenotipo de desregulacion del crecimiento (véase, por ejemplo, Marrogi et al., 1999, J. Cutan. Pathol. 26(8): 369-
378). Por ejemplo, una mutacién en la secuencia de STEAP-1 puede ser indicativa de la presencia o promocion de
un tumor. Por lo tanto, dichos ensayos tienen un valor diagnéstico y predictivo en el que una mutacién de STEAP-1
indica una posible pérdida de funcién o un aumento en el crecimiento tumoral.

En la técnica se conoce una gran variedad de ensayos para observar perturbaciones en las secuencias de
nucleétidos y aminoacidos. Por ejemplo, el tamafo y la estructura de las secuencias de acidos nucleicos o
aminoacidos de los productos génicos de STEAP-1 se observan por los protocolos de Northern, Southern, Western,
PCR y secuenciacion de ADN, explicados en el presente documento. Ademas, en la técnica se conocen otros
métodos para observar las perturbaciones en las secuencias de nucleotidos y aminoacidos, tales como, analisis de
polimorfismo de conformacion monocatenaria, (véanse, por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos N¢ 5.382.510
expedida el 7 de septiembre de 1999 y 5.952.170 expedida el 17 de enero de 1995).

Adicionalmente, se puede examinar el estado de metilacién de un gen de STEAP-1 en una muestra biologica. La
desmetilacion y/o hipermetilacion aberrante de islas CpG en regiones génicas 5 reguladoras se produce
frecuentemente en células inmortalizadas y transformadas, y puede dar como resultado la expresién alterada de
diversos genes. Por ejemplo, la hipermetilacion del promotor de la glutation S transferasa de clase pi (una proteina
que se expresa en prostata normal pero que no se expresa en > 90 % de los carcinomas de prostata) parece
silenciar permanentemente la transcripcion de este gen y se detecta mas frecuentemente en la alteracién en
carcinomas de prostata (De Marzo et al., Am. J. Pathol. 155(6): 1985-1992 (1999)). Ademas, esta alteracion esta
presente en al menos el 70 % de los casos de neoplasia prostatica intraepitelial (NPI) de alto grado (Brooks et al.,
Cancer Epidemiol. Biomarkers Prev., 1998, 7: 531-536). En otro ejemplo, la expresién del gen especifico de tumores
LAGE-1 (que no se expresa en préstata normal pero esta expresada en el 25-50 % de los canceres de préstata) se
induce mediante desoxi-azacitidina en células linfoblasticas, sugiriendo que la expresion tumoral se debe a la
desmetilacion (Lethe et al., Int. J. Cancer 76(6): 903-908 (1998)). En la técnica se conocen diversos ensayos para
examinar el estado de metilacién de un gen. Por ejemplo, en enfoques de hibridacion de Southern, se pueden utilizar
enzimas de restriccion sensibles a metilacién que no pueden escindir secuencias que contienen sitios de CpG
metilados para evaluar el estado de metilacion de islas de CpG. Ademas, la MSP (PCR especifica de metilacion)
puede perfilar rapidamente el estado de metilacién de los sitios CpG presentes en una isla de CpG de un gen
determinado. Este procedimiento implica la modificacion inicial del ADN por bisulfito soédico (que convertira todas las
citosinas no metiladas en uracilo) seguido por amplificacion usando cebadores especificos para ADN metilado frente
a no metilado. También pueden encontrarse protocolos que implican interferencia a la metilacion, por ejemplo, en
Current Protocols In Molecular Biology, Unidad 12, Frederick M. Ausubel et al. eds., 1995.

La amplificacion génica es un método adicional para evaluar el estado de STEAP-1. La amplificacion génica se mide
en una muestra directamente, por ejemplo, mediante transferencia de Southern o de Northern convencional para
cuantificar la transcripcion del ARNm (Thomas, 1980, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 77: 5201-5205), transferencia
puntual (analisis de ADN), o hibridacién in situ, usando una sonda marcada apropiadamente, basandose en las
secuencias proporcionadas en el presente documento. Como alternativa, se emplean anticuerpos que reconocen
duplex especificos, incluyendo duplex de ADN, duplex de ARN, y duplex hibridos de ADN-ARN o duplex de ADN-

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2537074 T3

proteina. Los anticuerpos en cambio estan marcados y el ensayo se lleva a cabo cuando el diplex se une a una
superficie, de modo que después de la formacion del duplex en la superficie, se puede detectar la presencia del
anticuerpo unido al duplex.

Las biopsias de tejido o de sangre periférica pueden ensayarse convenientemente para determinar presencia de
células cancerosas usando, por ejemplo, andlisis de Northern, transferencia puntual o RT-PCR para detectar la
expresion de STEAP-1. La presencia de ARNm de STEAP-1 amplificable por RT-PCR proporciona una indicacion de
la presencia de cancer. Los ensayos de RT-PCR se conocen bien en la técnica. Los ensayos de deteccion de RT-
PCR para células tumorales en sangre periférica se estan evaluando actualmente para su uso en el diagndstico y
control de diversos tumores sélidos. En el campo del cancer de prdéstata, estos incluyen ensayos de RT-PCR para la
deteccion de células que expresan PSA y PSM (Verkaik et al., 1997, Urol. Res. 25: 373-384; Ghossein et al., 1995,
J. Clin. Oncol. 13: 1195-2000; Heston et al., 1995, Clin. Chem. 41: 1687-1688).

En el presente documento también se describe una evaluacién de la susceptibilidad que un individuo tiene para
desarrollar cancer. Un método para predecir la susceptibilidad al cancer puede comprender detectar ARNm de
STEAP-1 o la proteina STEAP-1 en una muestra de tejido, indicando su presencia la susceptibilidad a cancer, en la
que el grado de expresion de ARNm de STEAP-1 se correlaciona con el grado de susceptibilidad. La presencia de
STEAP-1 en prostata u otro tejido puede examinarse, proporcionando la presencia de STEAP-1 en la muestra a una
indicacion de susceptibilidad a cancer de préstata (o la aparicion o existencia de un tumor de préstata). De manera
similar, se pueden evaluar la integridad de secuencias de nucleétidos y aminoacidos de STEAP-1 en una muestra
biolégica, para identificar perturbaciones en la estructura de estas moléculas tales como inserciones, deleciones,
sustituciones y similares. La presencia de una o mas perturbaciones en los productos génicos de STEAP-1 en la
muestra es una indicacién de susceptibilidad a cancer (o la aparicion o existencia de un tumor).

En el presente documento también se proporcionan métodos para calibrar la agresividad de un tumor. Un método
para calibrar la agresividad de un tumor puede comprender determinar el nivel de ARNm de STEAP-1 o de la
proteina STEAP-1 expresado por células tumorales, comparar el nivel asi determinado con el nivel de ARNm de
STEAP-1 o de la proteina STEAP-1 expresado en un tejido normal correspondiente extraido del mismo individuo o
una muestra de tejido normal de referencia, en el que el grado de expresion de ARNm o de la proteina STEAP-1 en
la muestra tumoral con respecto a la muestra normal indica el grado de agresividad.La agresividad de un tumor
puede evaluarse determinando el grado al cual se expresa STEAP-1 en las células tumorales, indicando los
mayores niveles de expresion los tumores mas agresivos. La evaluacion de la integridad de las secuencias de
nucleétidos y de aminoacidos de STEAP-1 puede realizarse en una muestra biolégica, para identificar
perturbaciones en la estructura de estas moléculas tales como inserciones, deleciones, sustituciones y similares. La
presencia de una o mas perturbaciones indica tumores méas agresivos.

En el presente documento también se describen métodos para observar la progresion de una malignidad en un
individuo a lo largo del tiempo. Los métodos para observar la progresién de una malignidad en un individuo a lo largo
del tiempo comprenden determinar el nivel del ARNm de STEAP-1 o de la proteina STEAP-1 que se expresa en las
células en una muestra del tumor, comparando del nivel asi determinado con el nivel de ARNm de STEAP-1 o la
proteina STEAP-1 que se expresa en una muestra de tejido equivalente extraida del mismo individuo en un
momento diferente, donde el grado de expresion de ARNm de STEAP-1 o de la proteina STEAP-1 en la muestra
tumoral a lo largo del tiempo proporciona informacion sobre la progresién del cancer. La progresién del cancer
puede evaluarse determinando la expresion de STEAP-1 en las células tumorales a lo largo del tiempo, donde la
expresion aumentada a lo largo del tiempo indica una progresion del cancer. También, puede evaluarse la integridad
de las secuencias de nuclettidos y de aminoacidos de STEAP-1 en una muestra biolégica para identificar
perturbaciones en la estructura de estas moléculas tales como inserciones, deleciones, sustituciones y similares
donde la presencia de una o mas perturbaciones indica una progresién del cancer.

Los enfoques diagndsticos anteriores pueden combinarse con uno cualquiera de una amplia variedad de protocolos
prondsticos y en la técnica se conocen protocolos de diagnéstico. Por ejemplo, hay métodos para observar una
coincidencia entre la expresion de un gen STEAP-1 y productos génicos de STEAP-1 (o perturbaciones en genes de
STEAP-1 y productos génicos de STEAP-1) y un factor que esta asociado con la malignidad, como un medio para
diagnosticar o pronosticar el estado de una muestra de tejido. Puede utilizarse una amplia variedad de factores
asociados con malignidad, tales como la expresion de genes asociados con malignidad (por ejemplo, la expresion de
PSA, PSCA y PSM para el cancer de prostata etc.) asi como las observaciones macro citolégicas (véase, por
ejemplo, Bocking et al., 1984, Anal. Quant. Cytol. 6(2): 74-88; Epstein, 1995, Hum. Pathol. 26(2): 223-9; Thorson et
al., 1998, Mod. Pathol. 11(6): 543-51; Baisden et al., 1999, Am. J. Surg. Pathol. 23(8): 918-24). Son utiles métodos
para observar una coincidencia entre la expresion de un gen de STEAP-1 y productos génicos de STEAP-1 (o
perturbaciones en un gen de STEAP-1 y productos génicos de STEAP-1) y otro factor que estd asociado con
malignidad, por ejemplo, debido a que la presencia de un conjunto de factores especificos que coinciden con la
enfermedad proporciona informacion crucial para diagnosticar y pronosticar el estado de una muestra de tejido.

Los métodos para observar una coincidencia entre la expresién de un gen de STEAP-1 y los productos génicos de

STEAP-1 (o perturbaciones en un gen de STEAP-1 y productos génicos de STEAP-1) y otro factor asociado con
malignidad suponen detectar la sobreexpresion del ARNm o de la proteina de STEAP-1 en una muestra de tejido,
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detectar la sobreexpresién del ARNm o de la proteina de PSA en una muestra de tejido (o la expresiéon de PSCA o
PSM), y observar una coincidencia del ARNm o de la proteina de STEAP-1 y la sobreexpresion del ARNm o de la
proteina de PSA (o expresion de PSCA o puede que de PSM). La expresion del ARNm de STEAP-1 y PSA en un
tejido prostatico puede examinarse, en el que la coincidencia de la sobreexpresion del ARNm de STEAP-1 y PSA en
la muestra indica la existencia de cancer de préstata, la susceptibilidad a cancer de préstata o la apariciéon o estado
de un tumor de prostata.

En el presente documento se describen métodos para detectar y cuantificar la expresion del ARNm o de la proteina
de STEAP-1, y en la técnica se conocen bien tecnologias convencionales para la deteccién y cuantificacion de los
acidos nucleicos y proteinas. Los métodos convencionales para la deteccion y cuantificacion del ARNm de STEAP-1
incluyen hibridacién in situ usando ribosondas marcadas con STEAP-1, técnicas de transferencia de Northern y
relacionadas que usan sondas de polinucleétidos de STEAP-1, analisis por PCR que usan cebadores especificos
para STEAP-1, y métodos de deteccion de tipo amplificacion, tales como, por ejemplo, ADN ramificado, SISBA, TMA
y similares. Puede usarse RT-PCR semicuantitativa para detectar y cuantificar la expresion del ARNm de STEAP-1.
Cualquier serie de cebadores capaces de amplificar STEAP-1 pueden usarse para este fin, incluyendo, pero sin
limitacion, los diversos conjuntos de cebadores que se describen especificamente en el presente documento. En un
ensayo inmunohistoquimico de tejido biopsiado, pueden usarse anticuerpos policlonales 0 monoclonales reactivos
especificamente con la proteina STEAP-1 de tipo silvestre.

1X.) Identificacion de moléculas gue interaccionan con STEAP-1

Las secuencias de acidos nucleicos y proteinas de STEAP-1 que se desvelan en el presente documento permiten a
un experto en la técnica identificar proteinas, moléculas pequenas y otros agentes que interaccionan con STEAP-1,
asi como rutas activadas por STEAP-1 por medio de cualquiera de varios protocolos aceptados en la técnica. Por
ejemplo, puede utilizarse uno de los sistemas denominado trampas de interaccién (también mencionado como
“ensayo de dos hibridos”). En dichos sistemas, las moléculas interaccionan y reconstituyen un factor de transcripcién
que dirige la expresion de un gen indicador, después de lo cual se ensaya la expresion del gen indicador. Otros
sistemas identifican interacciones proteina-proteina in vivo a través de la reconstitucion de un activador
transcripcional eucariota, véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N° 5.955.280 expedida el 21 de
septiembre de 1999, 5.925.523 expedida el 20 de julio de 1999, 5.846.722 expedida el 8 de diciembre de 1998 y
6.004.746 expedida el 21 de diciembre de 1999. En la técnica también se dispone de algoritmos para realizar
predicciones basadas en genoma de la funcién de las proteinas (véase, por ejemplo, Marcotte, et al., Nature 402: 4
de noviembre de 1999, 83-86).

Como alternativa pueden explorarse bibliotecas de péptidos para identificar moléculas que interaccionan con
secuencias proteicas de STEAP-1. En dichos métodos, los péptidos que se unen a STEAP-1 se identifican mediante
la exploracién de bibliotecas que codifican una coleccion de aminoacidos aleatorios o controlados. Los péptidos
codificados por las bibliotecas se expresan como proteinas de fusion de proteinas de recubrimiento de
bacteriofagos, las particulas de bacteriéfagos se exploran después contra la proteina o proteinas de STEAP-1.

Por consiguiente, de este modo se identifican péptidos que tienen una amplia variedad de usos, tales como reactivos
terapéuticos, prondésticos o diagndsticos sin ninguna informacion anterior sobre la estructura de la molécula ligando o
receptora esperada. Las bibliotecas peptidicas tipicas y los métodos de exploracién que pueden usarse para
identificar particulas que interaccionan con secuencias de la proteina STEAP-1 se divulgan, por ejemplo, en las
Patentes de Estados Unidos Nos 5.723.286 expedida el 3 de marzo de 1998 y 5.733.731 expedida el 31 de marzo
de 1998.

Como alternativa, se usan lineas celulares que expresan STEAP-1 para identificar interacciones proteina-proteina
mediadas por STEAP-1. Dichas interacciones pueden examinarse usando técnicas de inmunoprecipitacion (véase,
por ejemplo, Hamilton B. J., et al. Biochem. Biophys. Res. Commun. 1999, 261: 646-51). La proteina STEAP-1
puede inmunoprecipitarse de lineas celulares que la expresan usando anticuerpos anti-STEAP-1. Como alternativa,
pueden usarse anticuerpos contra etiquetas de His en una linea celular modificada por ingenieria genética para
expresar fusiones de STEAP-1 y una etiqueta de His (vectores anteriormente mencionados). El complejo
inmunoprecipitado puede examinarse para determinar la asociacién de proteinas mediante procedimientos tales
como transferencia de Western, marcaje de proteinas con %3 metionina, microsecuenciacion de proteinas, tincién
con plata y de electroforesis en gel bidimensional.

Las moléculas pequefias y los ligandos que interaccionan con STEAP-1 pueden identificarse, por ejemplo, a través
de dichos ensayos de exploracion. Por ejemplo, pueden identificarse moléculas pequenas que interfieren con la
funcion proteica, incluyendo moléculas que interfieren con la capacidad de STEAP-1 para mediar la fosforilacién y
desfosforilacion, interaccién con moléculas de ADN y ARN como una indicacién de regulacion del ciclo celular,
sefalizacion de segundos mensajeros o tumorogénesis. De forma similar, se identifican y se usan moléculas
pequefias que modulan canales i6nicos relacionados con STEAP-1, la bomba proteica, o las funciones de
comunicacién celular para tratar pacientes que tienen un cancer que expresa STEAP-1 (véase, por ejemplo, Hille,
B., lonic Channels of Excitable Membranes 22 Ed., Sinauer Assoc., Sunderland, MA, 1992). Ademas, pueden
identificarse ligandos que regulan la funcion de STEAP-1 basandose en su capacidad para unirse a STEAP-1 y
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activar una construccion indicadora. Los métodos tipicos se explican, por ejemplo, en la Patente de Estados Unidos
N2 5.928.868 expedida el 27 de julio de 1999, e incluyen métodos para formar ligandos hibridos en los que al menos
un ligando es una molécula pequefa. Por ejemplo, pueden usarse células modificadas por ingenieria genética para
expresar una proteina de fusion de STEAP-1 y una proteina de union a ADN para coexpresar una proteina de fusién
de un ligando hibrido/molécula pequefia y una proteina activadora de la transcripcion de las bibliotecas de ADNc.
Las células ademas contienen un gen indicador, cuya expresion esta condicionada sobre la proximidad entre si de la
primera y la segunda proteina de fusion, un suceso que solo se produce si el ligando hibrido se une a sitios diana de
ambas proteinas hibridas. Las células que expresan el gen indicador se seleccionan y se identifica la molécula
pequena desconocida o el ligando desconocido. Este método proporciona un método para identificar moduladores,
que activan o inhiben STEAP-1.

En el presente documento se describe un método de exploracion de una molécula que interacciona con una
secuencia de aminoacidos de STEAP-1 mostrada en la Figura 2 o Figura 3, que comprende las etapas de poner en
contacto una poblaciéon de moléculas con una secuencia de aminoacidos de STEAP-1, permitir que la poblacion de
moléculas y la secuencia de aminoacidos de STEAP-1 interaccionen en condiciones que faciliten una interaccion,
determinar la presencia de una molécula que interacciona con la secuencia de aminoacidos de STEAP-1, y después,
separar las moléculas que no interaccionan con la secuencia de aminoacidos de STEAP-1 de las moléculas que lo
hacen. EI método puede comprender adicionalmente purificar, caracterizar e identificar una molécula que
interacciona con la secuencia de aminoacidos de STEAP-1. La molécula identificada puede usarse para modular
una funcion realizada por STEAP-1.La secuencia de aminoacidos de STEAP-1 puede ponerse en contacto con una
biblioteca de péptidos.

X.) Métodos terapéuticos y composiciones

La identificacién de STEAP-1 como una proteina que normalmente se expresa en un conjunto restringido de tejidos,
pero que también se expresa en préstata y otros canceres, abre una serie de enfoques terapéuticos para el
tratamiento de dichos canceres. Tal como se contempla en el presente documento, STEAP-1 funciona como un
factor transcripcional implicado en la activacién de genes promotores de tumores o genes represores que bloquean
la tumorogénesis.

Por consiguiente, los enfoques terapéuticos que inhiben la actividad de una proteina STEAP-1 son Utiles para los
pacientes que padecen un cancer que expresa STEAP-1. Estos enfoques terapéuticos generalmente se encuentran
en dos clases. Una clase comprende diversos métodos para inhibir la unién o asociacién de una proteina STEAP-1
con su compariero de unién o con otras proteinas. Otra clase comprende varios métodos para inhibir la transcripcién
de un gen de STEAP-1 o la traduccion del ARNm de STEAP-1.

X.A.) Vacunas contra el cancer

En el prsente documento se proporcionan vacunas contra el cancer que comprenden una proteina relacionada con
STEAP-1 o un acido nucleico relacionado con STEAP-1. A la vista de la expresion de STEAP-1, las vacunas contra
el cancer previenen y/o tratan canceres que expresan STEAP-1 con efectos minimos o sin ellos en tejidos diana. El
uso de un antigeno tumoral en una vacuna que genera respuestas inmunitarias humorales y/o mediadas por células
como terapia anticancerosa se conoce bien en la técnica y se ha empleado en céncer de préstata usando
inmunoégenos PSMA de seres humanos y PAP de roedores (Hodge ef al., 1995, Int. J. Cancer 63: 231-237; Fong et
al., 1997, J. Immunol. 159: 3113-3117).

Dichos métodos pueden llevarse facilmente a la practica empleando una proteina relacionada con STEAP-1, o una
molécula de &cido nucleico que codifica STEAP-1 y vectores recombinantes capaces de expresar y presentar el
inmunégeno STEAP-1 (que normalmente comprende una serie de anticuerpos o epitopos de células T). Los
expertos en la técnica saben que en la técnica se conoce una amplia variedad de sistemas de vacunas para el
suministro de epitopos inmunorreactivos (véase, por ejemplo, Heryln et al., Ann Med 1999 Feb 31(1): 66-78;
Maruyama et al., Cancer Immunol Immunother junio de 2000 49(3): 123-32). Brevemente, dichos métodos para
generar una respuesta inmunitaria (por ejemplo, humoral y/o mediada por células) en un mamifero, comprenden las
etapas de exponer el sistema inmunitario del mamifero a un epitopo inmunorreactivo (por ejemplo, un epitopo
presente en una proteina STEAP-1 se muestra en la Figura 3 o un analogo u homélogo de la misma) de modo que
el mamifero genera una respuesta inmunitaria que es especifica para ese epitopo (por ejemplo, genera anticuerpos
que este epitopo reconoce especificamente). En un método preferido, un inmunégeno STEAP-1 contiene un motivo
biolégico, véanse, por ejemplo, las Tablas V-XVIII y XXII-LI, o un péptido de un tamafo que varia de la STEAP-1
indicada en la Figura 5, Figura 6, Figura 7, Figura 8 y Figura 9.

La proteina STEAP-1 completa, regiones inmunogénicas o epitopos de las mismas pueden combinarse y
suministrarse mediante diversos medios. Dichas composiciones de vacunas pueden incluir, por ejemplo, lipopéptidos
(por ejemplo, Vitiello, A. et al., J. Clin. Invest. 95: 341, 1995), composiciones peptidicas encapsuladas en microperlas
de poli(DL-lactido-co-glucdlido) (“PLG”) (véase, por ejemplo, Eldridge, et al., Molec. Immunol. 28: 287-294, 1991:
Alonso et al., Vaccine 12: 299-306, 1994; Jones et al., Vaccine 13: 675-681, 1995), composiciones peptidicas
contenidas en complejos inmunoestimuladores (ISCOM) (véase, por ejemplo, Takahashi et al., Nature 344: 873-875,
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1990; Hu et al., Clin Exp Immunol. 113: 235-243, 1998), sistemas de péptidos de antigenos multiples (MAPS)
(véase, por ejemplo, Tam, J. P., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 85: 5409-5413, 1988; Tam, J. P., J. Immunol. Methods
196: 17-32, 1996), péptidos formulados como péptidos multivalentes; péptidos para su uso en sistemas de
suministro balistico, normalmente péptidos cristalizados, vectores de suministro viral (Perkus, M. E. et al, In:
Concepts in vaccine development, Kaufmann, S. H. E., ed., pagina 379, 1996; Chakrabarti, S. et al., Nature 320:
535, 1986; Hu, S. L. et al., Nature 320: 537, 1986; Kieny, M. P. et al., AIDS Bio/Technology 4: 790, 1986; Top, F. H.
et al., J. Infect. Dis. 124: 148, 1971; Chanda, P. K. et al., Virology 175: 535, 1990), particulas de origen viral o
sintético (por ejemplo, Kofler, N. et al., J. Immunol. Methods. 192: 25, 1996; Eldridge, J. H. et al., Sem. Hematol. 30:
16, 1993; Falo, L. D., Jr. et al., Nature Med. 7: 649, 1995), adyuvantes (Warren, H. S., Vogel, F. R., y Chedid, L. A.
Aunu. Rev. Immunol. 4: 369, 1986; Gupta, R. K. et al,, Vaccine 11: 293, 1993), liposomas (Reddy, R. et al., J.
Immunoi. 148: 1585, 1992; Rock, K. L., Immunol. Today 17: 131, 1996), o ADNc desnudo o absorbido a particulas
(Ulmer, J. B. et al., Science 259: 1745, 1993; Robinson, H. L., Hunt, L. A., y Webster, R. G., Vaccine 11: 957, 1993 y
Berzofsky, J. A., Annu. Rev. Immunol. 12: 923, 1994 y Eldridge, J. H. et al., Sem. Hematol. 30: 16, 1993). También
pueden usarse tecnologias de suministro dirigido por toxinas, también conocidas como direccionamiento mediado
por receptores, tales como las de Avant Immunotherapeutics, Inc. (Needham, Massachusetts).

En pacientes con cancer asociado a STEAP-1, las composiciones de vacuna también pueden usarse junto con otros
tratamientos usados para el cancer, por ejemplo, cirugia, quimioterapia, terapias farmacoldgicas, radioterapias, etc.,
incluyendo el uso en combinacién con adyuvantes inmunitarios, tales como IL-2, IL-12, GM-CSF y similares.

Vacunas celulares:

Los epitopos CTL pueden determinarse usando algoritmos especificos para identificar péptidos dentro de la proteina
STEAP-1 que se unan a alelos de HLA correspondientes (véase, por ejemplo, la Tabla IV; Epimer™ y Epimatrix™,
Brown  University (URL brown.edu/Re-search/TB-HIV_Lab/epimatrix/epimatrix.html); 'y BIMAS, (URL
bimas.dcrt.nih.gov/; SYFPEITHI at URL syfpeithi.bmi-heidelberg.com/).Un inmunégeno de STEAP-1 puede contener
una o mas secuencias de aminoéacidos identificadas usando técnicas bien conocidas en la materia, tales como las
secuencias mostradas en las Tablas V-XVIIl y XXII-LI o un péptido de 8, 9, 10 u 11 aminoacidos especificado por un
motivo/supermotivo del HLA de Clase | (por ejemplo, Tabla IV (A), Tabla IV (D), o Tabla IV (E)) y/o un péptido de al
menos 9 aminoacidos que comprende un motivo/supermotivo del HLA de Clase Il (por ejemplo, Tabla IV (B) o Tabla
IV (C)). Como se aprecia en la técnica, el surco de union al HLA de Clase | esta esencialmente cerrado en su
extremo de modo que solo los péptidos de un intervalo de tamafo particular pueden ajustarse y unirse en el interior
del surco, generalmente los epitopos del HLA de Clase | tienen una longitud de 8, 9, 10 u 11 aminoacidos. Por el
contrario, el surco de union del HLA de Clase Il esta esencialmente abierto en su extremo; por lo tanto una molécula
de HLA de Clase Il puede unir un péptido de aproximadamente 9 o0 mas aminodacidos. Debido a las diferencias del
surco de unién entre el HLA de Clase | y de Clase I, los motivos del HLA de Clase | son especificos de longitud, es
decir, la posicion dos de un motivo de Clase | es el segundo aminoacido en una direccion amino a carboxilo del
péptido. Las posiciones aminoacidicas en un motivo de Clase Il son solamente relativas entre si, no con respecto al
péptido total, es decir, en los extremos amino y/o carboxilo de una secuencia portadora de motivos pueden unirse
aminoacidos adicionales. Los epitopos del HLA de Clase Il tienen a menudo una longitud de 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15,16, 17,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 0 25 aminoacidos o mayor de 25 aminoacidos.

Vacunas basadas en anticuerpos

En la técnica se conoce una amplia variedad de métodos para generar una respuesta inmunitaria en un mamifero
(como por ejemplo la primera etapa en la generacién de hibridomas). Los métodos para generar una respuesta
inmunitaria en un mamifero comprenden exponer el sistema inmunitario del mamifero a un epitopo inmunogénico en
una proteina (por ejemplo, una proteina STEAP-1) de manera que se genere una respuesta inmunitaria. Se
proporciona un método para generar una respuesta inmunitaria contra STEAP-1 en un hospedador, poniendo en
contacto el hospedador con una cantidad suficiente de al menos un epitopo de células T citotoxicas o células B de
STEAP-1 o anélogo de las mismas; y después de esto, poner de nuevo en contacto, al menos durante un intervalo
periddico, el hospedador con el epitopo de células T citotoxicas o células B de STEAP-1 o anélogo de las mismas. El
método puede consistir en generar una respuesta inmunitaria contra una proteina relacionada con STEAP-1 o contra
un péptido multiepitopico fabricado por el hombre que comprende: administrar el inmunégeno STEAP-1 (por
ejemplo, una proteina STEAP-1 o fragmento peptidico de la misma, una proteina de fusién STEAP-1 o anéalogo etc.)
en una preparacién de vacuna para un ser humano u otro mamifero. Normalmente, dichas preparaciones de vacuna
contienen adicionalmente un adyuvante adecuado (véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N® 6.146.635)
0 un epitopo auxiliar universal, tal como un péptido PADRE = (Epimmune Inc., San Diego, CA; véase, por ejemplo,
Alexander et al., J. Immunol. 2000 164(3); 164(3): 1625-1633; Alexander et al, Immunity 1994 1(9): 751-761 y
Alexander et al, Immunol. Res. 1998 18(2): 79-92). Un método alternativo comprende generar una respuesta
inmunitaria en un individuo contra un inmunégeno de STEAP-1 mediante: la administracién in vivo en el masculo o
en la piel del organismo del individuo de una molécula de ADN que comprende una secuencia de ADN que codifica
un inmundégeno de STEAP-1, unir operativamente la secuencia de ADN a secuencias reguladoras que controlen la
expresion de la secuencia de ADN; donde las células captan la molécula de ADN, la secuencia de ADN se expresa
en las células y la respuesta inmunitaria se genera contra el inmundégeno (véase, por ejemplo, la Patente de Estados
Unidos N® 5.962.428). Opcionalmente también se administra un facilitador de vacuna genética tal como lipidos
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anibnicos; saponinas; lectinas; compuestos estrogénicos; alquilos inferiores hidroxilados; dimetil sulféxido; y urea.
Ademas, para generar una respuesta contra el antigeno diana, puede administrarse un anticuerpo antiidiotipico que
imite a STEAP-1.

Vacunas de &cidos nucleicos:

Las composiciones de vacunas incluyen modalidades mediadas por acidos nucleicos. Al paciente se le puede
administra ADN o ARN que codifique una o mas proteinas de la invencion. Pueden emplearse métodos de
inmunizacién genética para generar respuestas inmunitarias celulares y humorales, profilacticas o terapéuticas,
dirigidas contra células cancerosas que expresen STEAP-1. Pueden inyectarse construcciones que comprendan
ADN que codifique una proteina relacionada con STEAP-1/inmunégeno y secuencias reguladoras apropiadas
directamente en el musculo o en la piel de un individuo, de modo que las células del musculo o de la piel capten la
construccion y expresen la proteina/inmundgeno de STEAP-1 codificado. Como alternativa, una vacuna comprende
una proteina relacionada con STEAP-1. La expresion de proteina relacionada con STEAP-1/inmunégeno da como
resultado la generacién de células contra inmunidad celular y humoral profilactica o terapéutica que portan una
proteina STEAP-1. En la técnica pueden usarse diversas técnicas de inmunizacion genética profilactica y terapéutica
conocidas en la materia (para una revision, véase la informacién y las referencias publicadas en la direccién de
internet genweb.com). Se describe el suministro basado en acidos nucleicos, por ejemplo, en Wolff et al., Science
247: 1465 (1990) asi como en las Patentes de Estados Unidos Nos 5.580.859; 5.589.466; 5.804.566; 5.739.118;
5.736.524; 5.679.647; y en el documento WO 98/04720. Los ejemplos de tecnologias de suministro basadas en ADN
incluyen “ADN desnudo”, suministro facilitado (bupivicaina, polimeros, mediado por péptidos), suministro por
complejos lipidicos catiénicos, y mediado por particulas (“bombardeo genético”) o mediado por presion (véase, por
ejemplo, la Patente de Estados Unidos N® 5.922.687).

Para los fines de inmunizacién terapéutica o profilactica, las proteinas de la invencién pueden expresarse mediante
vectores virales o bacterianos. En la practica de la invencién pueden usarse diversos sistemas de suministro
genético viral que incluyen, pero sin limitacion, el virus de la vacuno, la viruela aviar, la viruela del canario,
adenovirus, gripe, poliovirus, virus adenoasociados, lentivirus y virus sindbis (véase, por ejemplo, Restifo, 1996,
Curr. Opin. Immunol. 8: 658-663; Tsang et al. J. Natl. Cancer Inst. 87: 982-990 (1995)). También pueden emplearse
sistemas de suministro no virales introduciendo en el paciente (por ejemplo, por via intramuscular o intradérmica)
ADN desnudo que codifique una proteina relacionada con STEAP-1para inducir una respuesta antitumoral.

El virus de la vacuna se usa, por ejemplo, como un vector para expresar secuencias de nucleétidos que codifican los
péptidos de la invencién. Después de la introducciéon en un hospedador, los virus recombinantes de la vacuna
expresan el péptido inmunogénico de la proteina, y por lo tanto suscitan una respuesta inmunitaria del hospedador.
Los vectores de la vacuna y métodos Utiles en los protocolos de inmunizacién se describen, por ejemplo, en la
Patente de Estados Unidos N° 4.722.848. Otro vector es el BCG (Bacilo de Calmette Guerin). Los vectores BGC se
describen en Stover et al., Nature 351: 456-460 (1991). Una amplia variedad de otros vectores utiles para la
administracion o inmunizacién terapéutica de los péptidos de la invencién, por ejemplo, vectores de adenovirus o
adenoasociados, vectores retrovirales, vectores de Salmonella typhi, vectores desintoxicados de la toxina del antrax,
y similares, seran obvios para aquellos expertos en la técnica a partir de la descripcion del presente documento.

Por lo tanto, los sistemas de suministro de genes se usan para suministrar una molécula de &cido nucleico
relacionada con STEAP-1. Puede emplearse el ADNc de longitud completa de la STEAP-1 humana. Como
alternativa pueden emplearse moléculas de acidos nucleicos de STEAP-1 que codifiqguen epitopos especificos de
linfocitos T citotéxicos (CTL) y/o de anticuerpos.

Vacunas ex vivo

También pueden emplearse diversas estrategias ex vivo para generar una respuesta inmunitaria. Un enfoque implica
el uso de células presentadoras de antigenos (CPA) tales como células dendriticas (CD) para presentar un antigeno
de STEAP-1 a un sistema inmunitario de un paciente. Las células dendriticas expresan moléculas de MHC de clase |
y clase Il, coestimulador B7 e IL-12, y son por lo tanto células presentadoras de antigenos altamente especializadas.
En cancer de préstata, se estan usando células dendriticas autdlogas pulsadas con péptidos del antigeno de
membrana especifico de préstata (PSMA) en un ensayo clinico de Fase | para estimular el sistema inmunitario de
pacientes con cancer de proéstata (Tjoa et al., 1996, Prostate 28: 65-69; Murphy et al., 1996, Prostate 29: 371-380).
Por lo tanto, las células dendriticas pueden usarse para presentar péptidos de STEAP-1 a células T en el contexto
de moléculas de MHC de clase | o clase Il. Las células dendriticas autdlogas pueden pulsarse con péptidos de
STEAP-1 capaces de unirse a moléculas de MHC de clase | y/o de clase Il. Como alternativa, las células dendriticas
pueden pulsarse con la proteina STEAP-1 completa. Incluso otra alternativa implica la modificacion por ingenieria
genética de la sobreexpresién de un gen de STEAP-1 en células dendriticas usando diversos vectores de
implementacion conocidos en la técnica, tales como virus adenovirus (Arthur et al., 1997, Cancer Gene Ther. 4: 17-
25), retrovirus (Henderson et al., 1996, Cancer Res 56: 3763-3770), lentivirus, virus adenoasociados, transfeccion de
ADN (Ribas et al., 1997, Cancer Res. 57: 2865-2869), o transfeccion de ARN derivado de tumores (Ashley et al.,
1997, J. Exp. Med. 186: 1177-1182). Las células que expresan STEAP-1 también pueden modificarse por ingenieria
genética para expresar inmunomoduladores, tales como GM-CSF, y se usarse como agentes inmunizantes.
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X.B.) STEAP-1 como una diana para la terapia basada en anticuerpos

STEAP-1 es una diana atractiva para estrategias terapéuticas basadas en anticuerpos. En la técnica se conocen
diversas estrategias con anticuerpos para dirigirse tanto a moléculas extracelulares como a intracelulares (véase,
por ejemplo, la destruccién mediada por el complemento y la CCDA, asi como el uso de intracuerpos). Dado que
células cancerosas de diversos linajes relativos a células normales correspondientes expresan STEAP-1, se prepara
la administracién sistémica de composiciones inmunorreactivas de STEAP-1 que muestran sensibilidad excelente
sin efectos toxicos, inespecificas y no dirigidas causadas por la union de la composicién inmunorreactiva con
organos y tejidos no diana. Los anticuerpos especificamente reactivos con dominios de STEAP-1 son Utiles para
tratar canceres que expresan STEAP-1 sistémicamente, bien como conjugados con una toxina o con un agente
terapéutico, o como anticuerpos desnudos capaces de inhibir la proliferacién o funcién celular.

Los anticuerpos de STEAP-1 pueden introducirse en un paciente de tal modo que el anticuerpo se una a STEAP-1y
module una funcion, tal como la interaccién con un companero de unién, y consecuentemente media la destruccion
de las células tumorales y/o inhibe el crecimiento de las células tumorales. Los mecanismos mediante los cuales
dichos anticuerpos ejercen un efecto terapéutico pueden incluir citélisis mediada por complemento, citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos, modulacion de la funcién fisiolégica de STEAP-1, inhibicién de la unién a
ligandos o rutas de transduccion de sefales, modulacién de la diferenciacion de células tumorales, alteracién de
perfiles de factores angiogénicos tumorales, y/o apoptosis.

Los expertos en la técnica entienden que los anticuerpos pueden usarse para dirigirse especificamente y unir
moléculas inmunogénicas tales como una regién inmunogénica de una secuencia de STEAP-1 que se muestra en la
Figura 2 o Figura 3. Ademas, los expertos en la técnica entienden que es habitual conjugar anticuerpos con agentes
citotoxicos (véase, por ejemplo, Slevers et al. Blood 93: 11 3678-3684 (1 de junio de 1999)). Cuando se suministran
agentes citotéxicos y/o terapéuticos directamente a las células, tal como conjugandolos con anticuerpos especificos
para una molécula expresada por esa célula (por ejemplo, STEAP-1), el agente citotéxico ejercera su efecto
biolégico conocido (es decir, citotoxicidad) en esas células.

En la técnica se conoce una gran variedad de composiciones y métodos para usar conjugados de anticuerpo-agente
citotoxico para destruir células. En el contexto de canceres, los métodos tipicos suponen administrar a un animal que
tiene un tumor una cantidad biolégicamente eficaz de un conjugado que comprende un agente citotdéxico y/o
terapéutico seleccionado unido a un agente diana (por ejemplo, un anticuerpo anti-STEAP-1) que se une a un
marcador (por ejemplo, STEAP-1) expresado, accesible para la union o localizado en las superficies celulares. Por
ejemplo, un método para suministrar un agente citotéxico y/o terapéutico a una célula que expresa STEAP-1, puede
comprender conjugar el agente citotdoxico con un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a un epitopo de
STEAP-1, y exponer la célula al conjugado anticuerpo-agente. Otro ejemplo ilustrativo es un método para tratar a un
individuo que se sospecha que padece cancer metastatizado, que comprende la etapa de administrar a dicho
individuo, por via parenteral, una composicién farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de
un anticuerpo conjugado con un agente citotéxico y/o terapéutico.

La inmunoterapia del cancer usando anticuerpos anti-STEAP-1 puede realizarse de acuerdo con diversos enfoques
que se han empleado satisfactoriamente en el tratamiento de otros tipos de cancer, incluyendo pero sin limitacion,
cancer de colon (Arlen et al., 1998, Crit. Rev. Immunol. 18: 133-138), mieloma multiple (Ozaki et al., 1997, Blood 90:
3179-3186, Tsunenari et al., 1997, Blood 90: 2437-2444), cancer gastrico (Kaspryk ef al., 1992, Cancer Res. 52:
2771-2776), linfoma de células B (Funakoshi et al., 1996, J. Immunother. Emphasis Tumor Immunol. 19: 93-101),
leucemia (Zhong et al., 1996, Leuk. Res. 20: 581-589), cancer colorrectal (Moun et al., 1994, Cancer Res. 54: 6160-
6166; Velders et al., 1995, Cancer Res. 55: 4398-4403), y cancer de mama (Shepard et al., 1991, J. Clin. Immunol.
11: 117-127). Algunos enfoques terapéuticos implican la conjugaciéon de anticuerpos desnudos con una Tonina o]
radioisotopo, tal como la conjugacion de Y*' o 1" con anticuerpos anti-CD20 (por ejemplo, Zevalin™, IDEC
Pharmaceuticals Corp. o Bexxar , Coulter Pharmaceuticals),TMmientras que otros implican la coadministracion de
anticuerpos y otros agentes terapéuticos, tales como Herceptin = (trastuzumab) con paclitaxel (Genentech, Inc.). Los
anticuerpos pueden conjugarse con un agente terapéutico. Para tratar el cancer de préstata, por ejemplo, los
anticuerpos de STEAP-1 pueden administrarse junto con radiacién, quimioterapia o ablacion hormonal. Ademas, los
anticuerpos pueden conjugarse con una toxina, tal como calicamicina (por ejemplo, Mylotarg™, Wyeth-Ayerst,
Madison, NJ, un anticuerpo IgGs kappa humanizado recombinante conjugado con el antibidtico antitumoral
calicamicina) o un maitansinoide (por ejemplo, Profarmaco Activado por Tumores basado en taxano, TAP, platform,
ImmunoGen, Cambridge, MA, véase también, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos 5.416.064).

A pesar de que la terapia con anticuerpos es util para todos los estadios del cancer, la terapia con anticuerpos puede
ser particularmente apropiada en canceres avanzados o metastasicos. El tratamiento con la terapia de anticuerpos
se indica para pacientes que han recibido uno o mas ciclos de quimioterapia. Como alternativa, la terapia con
anticuerpos se combina con un régimen quimioterapéutico o de radiacion para pacientes que no han recibido
tratamiento quimioterapéutico. Adicionalmente, la terapia con anticuerpos puede permitir el uso de dosificaciones
reducidas de quimioterapia concomitante, en particular para pacientes que no toleran muy bien la toxicidad del
agente quimioterapéutico. Fan et al. (Cancer Res. 53: 4637-4642, 1993), Prewett et al. (International J. of Onco. 9 :
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217-224, 1996), y Hancock et al. (Cancer Res. 51: 4575-4580, 1991) describen el uso de diversos anticuerpos junto
con agentes quimioterapéuticos.

Aunque la terapia con anticuerpos STEAP-1 es (til para todos los estadios de cancer, la terapia con anticuerpos
puede ser particularmente apropiada en canceres avanzados o metastasicos. El tratamiento con la terapia de
anticuerpos se indica en pacientes que han recibido uno o mas ciclos de quimioterapia. Como alternativa, la terapia
con anticuerpos de la invencién se combina con un régimen quimioterapéutico o de radiacion para pacientes que no
han recibido tratamiento quimioterapéutico. Adicionalmente, la terapia con anticuerpos puede permitir el uso de
dosificaciones reducidas de quimioterapia concomitante, particularmente para pacientes que no toleran muy bien la
toxicidad del agente quimioterapéutico. Fan et al. (Cancer Res. 53:4637-4642,1993), Prewet et al. (International J. of
Onco. 9:217-224,1996) y Hancock et al. (Cancer Res. 51:4575-480, 19919 describen el uso de diversos anticuerpos
junto con agentes quimioterapéuticos.

Se puede evaluar a los pacientes de cancer con respecto a la presencia y nivel de expresién de STEAP-1, usando
preferentemente evaluaciones inmunohistoquimicas de tejido tumoral, formacion de imagenes cuantitativas de
STEAP-1, u otras técnicas que indican con fiabilidad la presencia y el grado de la expresiéon de STEAP-1. Para ese
fin se prefiere el analisis inmunohistoquimico de biopsias tumorales o de especimenes quirlrgicos. En la técnica se
conocen bien métodos de analisis inmunohistoquimico de tejidos tumorales.

Los anticuerpos monoclonales anti-STEAP-1 que tratan la prostata y otros canceres incluyen aquellos que inician
una fuerte respuesta inmunitaria contra el tumor o aquellos que son directamente citotdxicos. A este respecto, los
anticuerpos monoclonales (Acm) anti-STEAP-1 pueden suscitar la lisis de células tumorales bien mediante
mecanismos de citotoxicidad celular mediada por complemento o dependiente de anticuerpos (CCDA), ambos de los
cuales requieren una porcién de Fc intacta de la molécula de inmunoglobulina para la interacciéon con sitios
receptores de Fc de la célula efectora en las proteinas del complemento. Ademas, los Acm anti-STEAP-1 que
ejercen un efecto bioldgico directo en el crecimiento tumoral son Utiles para tratar canceres que expresan STEAP-1.
Los mecanismos mediante los cuales los Acm citotdxicos actian directamente incluyen: inhibicion del crecimiento
celular, modulacién de la diferenciacién celular, modulacién de los perfiles de factores de angiogénesis tumoral, y la
induccion de la apoptosis. El mecanismo, o0 mecanismos, mediante los cuales un Acm anti-STEAP-1 particular ejerce
un efecto antitumoral se evaltan usando diversos ensayos in vitro que evallen la muerte celular, tal como la CCDA,
la CMMDA, la lisis celular mediada por complemento, y etcétera, como se conoce generalmente en la técnica.

En algunos pacientes, el uso de anticuerpos monoclonales murinos u otros no humanos, o0 Acm quiméricos
humanos/de ratdén puede inducir respuestas inmunitarias de moderadas a fuertes contra el anticuerpo no humano.
Esto puede dar como resultado la eliminacion del anticuerpo de la circulacién y reducir la eficacia. En los casos mas
graves, dicha respuesta inmunitaria puede conducir a la formacién extensa de inmunocomplejos que, posiblemente,
pueden causar insuficiencia renal. Por consiguiente, los anticuerpos monoclonales preferidos usados en los métodos
terapéuticos de la invencion son aquellos que son completamente humanos o humanizados que se unen
especificamente al antigeno diana STEAP-1 con alta afinidad pero que muestran baja o ninguna antigenicidad en el
paciente.

Los métodos terapéuticos proporcionados en el presente documento contemplan la administracion de Acm anti-
STEAP-1 sencillos asi como combinaciones, o cdcteles, de diferentes Acm. Dichos cocteles de Acm pueden tener
determinadas ventajas en la medida en que contienen Acm que se dirigen a epitopos diferentes, aprovechan
mecanismos efectores diferentes o combinan directamente Acm citotoxicos con Acm que se basan en la
funcionalidad inmunoefectora. Dichos Acm en combinaciéon pueden mostrar efectos terapéuticos sinérgicos.
Ademas, los Acm anti-STEAP-1 pueden administrarse simultdneamente con otras modalidades terapéuticas, que
incluyen, pero sin limitacion, diversos agentes quimioterapéuticos, bloqueos androgénicos, inmunomoduladores (por
ejemplo, IL-2, GM-CSF), cirugia o radiacion. Los Acm anti-STEAP-1 se administran en su forma “desnuda” o no
conjugada, o pueden tener uno 0 mas agentes terapéuticos conjugados con los mismos.

Las formulaciones de anticuerpos anti-STEAP-1 se administran mediante cualquier via capaz de suministrar los
anticuerpos a una célula tumoral. Las vias de administracion incluyen, pero sin limitaciéon, la intravenosa,
intraperitoneal, intramuscular, intratumoral, intradérmica y similares. El tratamiento generalmente implica la
administracion repetida de la preparacion de anticuerpos anti-STEAP-1, mediante una via de administracion
aceptable, tal como la inyeccién intravenosa (IV), normalmente a una dosis en el intervalo de aproximadamente 0,1,
0,2,0,3,04,0,5,06,0,7,08,09,1,2,3,4,5,6, 7, 8,9, 10, 15, 20 0 25 mg/kg de peso corporal. En general, las
dosis en el intervalo de 10-1000 mg de Acm por semana son eficaces y se toleran bien.

Basandose en la experiencia clinica con el Acm Herceptin™ en el tratamiento del cancer de mama metastasico, una
dosis de carga inicial de aproximadamente 4 mg/kg de peso corporal del paciente IV, seguida de dosis semanales
de aproximadamente 2 mg/kg IV de la preparacién de Acm anti-STEAP-1 representa un régimen de dosificacion
aceptable. Preferentemente, la dosis de carga inicial se administra como una infusién de 90 minutos o mas larga. La
dosis de mantenimiento periédico se administra como una infusiéon de 30 minutos o mas larga, siempre que se tolere
bien la dosis inicial. Tal como apreciaran los expertos en la técnica, diversos factores pueden influir en el régimen de
dosis ideal en un caso particular. Dichos factores incluyen, por ejemplo, la afinidad de unién y la semivida del Ac o
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de los Acm usados, el grado de expresion de STEAP-1, la extension de antigeno STEAP-1 liberado en la circulacion,
el nivel de concentracion de anticuerpo en estado estacionario deseado, la frecuencia de tratamiento, y la influencia
de agentes quimioterapéuticos u otros usados en combinacién con el método de tratamiento, asi como el estado de
salud de un paciente en particular.

Opcionalmente, los niveles de STEAP-1 de los pacientes deben evaluarse en una muestra determinada (por
ejemplo, los niveles de antigeno STEAP-1 circulante y/o células que expresan STEAP-1) para ayudar en la
determinacion del régimen de dosificacion mas eficaz, etc. Dichas evaluaciones también se usan con fines de control
durante la terapia, y son utiles para calibrar el éxito terapéutico en combinacion con la evaluaciéon de otros
parametros (por ejemplo, citologia urinaria y/o niveles InmunoCyt en la terapia del cancer de vejiga, o por analogia,
niveles del PSA en suero en la terapia del cancer de préstata).

Los anticuerpos anti-idiotipicos anti-STEAP-1 también pueden usarse en terapia anticancer como una vacuna para
inducir una respuesta inmunitaria contra células que expresan una proteina relacionada con STEAP-1. En particular,
la generacion de anticuerpos antiidiotipicos se conoce bien en la técnica; esta metodologia puede adaptarse
facilmente para generar anticuerpos anti idiotipicos anti-STEAP-1 que imitan un epitopo en una proteina relacionada
con STEAP-1 (véase, por ejemplo, Wagner et al., 1997, Hybridoma 16: 33-40; Foon et al., 1995, J. Clin. Invest. 96:
334-342; Herlyn et al., 1996, Cancer Immunol. Immunother. 43: 65-76). Dicho un anticuerpo idiotipico puede usarse
en estrategias de vacunacion contra el cancer.

X.C.) STEAP-1 como una diana para respuestas inmunitarias celulares

En el presente documento se describen vacunas y métodos para preparar vacunas que contienen una cantidad
imunogénicamente eficaz de uno o mas péptidos de uniéon a HLA. Ademas, las vacunas de acuerdo con la invencion
incluyen composiciones de uno o mas de los péptidos reivindicados. Un péptido puede estar presente en una
vacuna individualmente. Como alternativa, el péptido puede existir como un homopolimero que comprende multiples
copias del mismo péptido, o como un heteropolimero de diversos péptidos. Los polimeros tienen la ventaja de
aumentar la reaccién inmunolégica y de que cuando se usan diferentes epitopos peptidicos para constituir el
polimero, tienen capacidad adicional de inducir anticuerpos y/o CTL que reaccionan con diferentes determinantes
antigénicos de los organismos patdgenos o péptidos relacionados con tumores dirigidos para una respuesta
inmunitaria. La composiciéon puede ser una region de origen natural de un antigeno o puede prepararse, por ejemplo,
mediante sintesis quimica o de manera recombinante

Los vehiculos que pueden usarse con las vacunas de la invenciéon se conocen bien en la técnica, e incluyen, por
ejemplo, tiroglobulina, albiminas, tales como albumina de suero humano, toxoide tetanico, poli aminoacidos tales
como poli L-lisina, poli &cido L-glutdmico, proteina nucleo del virus de la gripe, de la hepatitis B, y similares. Las
vacunas pueden contener un diluyente fisiologicamente tolerable (es decir, aceptable) tal como agua, o solucién
salina, preferentemente soluciéon salina tamponada con fosfato. Las vacunas también incluyen normalmente un
adyuvante. Los adyuvantes, tales como, adyuvante completo de Freund, fosfato de aluminio, hidréxido de aluminio,
o alumbre son ejemplos de materiales bien conocidos en la técnica. Adicionalmente, tal como se divulga en el
presente documento, las respuestas CTL pueden sensibilizarse conjugando péptidos de la invencién con lipidos,
tales como la tripalmitoil-S-glicerilcisteinseril-serina (PsCSS). Ademas, se ha descubierto que un adyuvante tal como
un oligonucleétido sintético que contiene citosina-fosforiotalado-guanina (CpG) aumenta las respuestas CTL de 10 a
100 veces. (Véase, por ejemplo, Davila y Celis, J. Immunol. 165: 539-547 (2000)).

Después de la inmunizacién con una composiciéon peptidica, a través de inyeccién, aerosol, via oral, transdérmica,
transmucosa, intrapleural, intratecal, u otras vias adecuadas, el sistema inmunitario del hospedador responde a la
vacuna produciendo grandes cantidades de CTL y/o HTL especificos para el antigeno deseado. Por consiguiente, el
hospedador se vuelve al menos parcialmente inmune al desarrollo tardio de células que expresan o sobreexpresan
el antigeno STEAP-1, u obtiene al menos algun beneficio terapéutico cuando el antigeno estaba asociado a un
tumor.

Puede ser deseable combinar los componentes peptidicos de clase | con componentes que inducen o facilitan la
neutralizacién de respuestas al anticuerpo o a células T auxiliares dirigidas contra el antigeno diana.
Preferentemente dicha composicion comprende epitopes de clase | y clase Il. Como alternativa dicha composicion
comprende un epitope de clase | y/o de clase Il, junto con un epitopo HTL de reactividad cruzada, tal como la
molécula PADRE™ (Epimmune, San Diego, CA) (descrita, por ejemplo, en la Patente de Estados Unidos Numero
5.736.142).

Una vacuna también puede incluir células presentadoras de antigeno (CPA), tales como células dendriticas (CD),
como un vehiculo para presentar los péptidos de la invencién. Las composiciones de vacunas pueden crearse in
vitro, después de la movilizacion y recogida de las células dendriticas, mediante lo cual se produce la carga de
células dendriticas in vivo. Por ejemplo, las células dendriticas se transfectan, por ejemplo, con un minigen de
acuerdo con la invencién, o se pulsan con péptidos. La célula dendritica puede administrarse después a un paciente
para suscitar respuestas inmunitarias in vivo. Las composiciones de vacunas, basadas en ADN o en péptidos,
pueden administrarse también in vivo en combinacién con movilizacién de células dendriticas mediante lo cual se
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produce la carga de células dendriticas in vivo.

Preferentemente, se utilizan los siguientes principios cuando se selecciona una matriz de epitopos para su inclusion
en una composicion poliepitdpica para su uso en una vacuna, o para seleccionar epitopos distintos a incluir en una
vacuna y/o que seran codificados por acidos nucleicos tales como un minigen. Se prefiere equilibrar cada uno de los
siguientes principios para realizar la seleccion. Los miltiples epitopos a incorporar en una composicién de
vacunacion determinada pueden ser, pero no son necesariamente, contiguos en la secuencia en el antigeno nativo
del cual derivan los epitopos.

1.) Se seleccionan epitopos que, después de la administracion, imitan respuestas inmunitarias que se han
observado que se correlacionan con la eliminaciéon del tumor. Para el HLA de Clase | esto incluye 3-4 epitopos
que proceden de al menos un antigeno asociado a tumor (AAT). Para el HLA de Clase Il se emplea una ldgica
similar; nuevamente se seleccionan 3-4 epitopos de al menos un AAT (véase, por ejemplo, Rosenberg et al.,
Science 278: 1447-1450). Los epitopos de un AAT pueden usarse en combinacién con epitopos de uno o mas
AAT adicionales para producir una vacuna que se dirija a tumores con patrones de expresion variables o a los
AAT frecuentemente expresados.

2.) Se seleccionan los epitopos que tienen la afinidad de unién necesaria establecida para correlacionarse con
inmunogenicidad: para el HLA de Clase | una Clso de 500 nM o menor, a menudo de 200 nM o menor; y para el
de la Clase Il una Clso de 1000 nM o0 menor.

3.) Se seleccionan suficientes péptidos portadores de supermotivos, 0 una matriz suficiente de péptidos
portadores de motivos especificos de alelo, para dar una amplia cobertura de poblaciéon. Por ejemplo, es
preferible tener una cobertura de poblacion de al menos 80 %. Puede emplearse un analisis de Monte Carlo, una
evaluacion estadistica conocida en la técnica, para evaluar la amplitud, o la redundancia de, una cobertura de
poblacién.

4.) Cuando se seleccionan epitopos de antigenos relacionados con cancer a menudo es Util seleccionar
analogos debido a que el paciente puede haber desarrollado tolerancia al epitopo nativo.

5.) Los epitopos mencionados como “epitopos anidados” son de particular relevancia. Los epitopos anidados se
producen cuando en una secuencia peptidica determinada se solapan al menos dos epitopos. Una secuencia
peptidica anidada puede comprender epitopos de célula B, de HLA de clase | y/o clase Il. Cuando se
proporcionan epitopos anidados, un objetivo general es proporcionar el mayor nimero de epitopos por
secuencia. Por lo tanto, un aspecto es impedir proporcionar un péptido que tenga cualquier longitud mayor que la
del extremo amino del epitopo amino terminal y que la del extremo carboxilo del epitopo carboxilo terminal en
péptido. Cuando se proporciona una secuencia multiepitdpica, tal como una secuencia que comprende epitopos
anidados, generalmente es importante explorar la secuencia para asegurarse que no tiene propiedades
patoldgicas u otras propiedades bioldgicas perjudiciales.

6.) Si se crea una proteina poliepitdpica, o cuando se crea un minigen, es un objetivo generar el péptido de
menor tamano que incluya los epitopos de interés. Esta principio es similar, sino es el mismo que el que se
emplea cuando se selecciona un péptido que comprende epitopos anidados. Sin embargo, con un péptido
poliepitopico artificial, el objetivo de minimizacion del tamafo se equilibra contra la necesidad de integrar
cualquier secuencia espaciadora entre los epitopos en la proteina poliepitdpica. Pueden introducirse restos de
aminoacidos espaciadores, por ejemplo, para impedir epitopos de unidén (un epitopo reconocido por el sistema
inmunitario, no presente en el antigeno diana, y creado solamente por la yuxtaposicién artificial de epitopos), o
para facilitar la escisién entre epitopos y por lo tanto potenciar la presentaciéon epitopica. Generalmente se
impedird que haya epitopos de union ya que el receptor puede generar una respuesta inmunitaria contra ese
epitopo no nativo. Es de particular preocupacion que un epitopo de unidon sea un “epitopo dominante”. Un
epitopo dominante puede conducir a una respuesta fervorosa de modo que las respuestas inmunitarias contra
otros epitopos disminuyen o se suprimen.

7.) Cuando estan presentes las secuencias de variables mdltiples de la misma proteina diana, los posibles
epitopos peptidicos también pueden seleccionarse basandose en su conservacion. Por ejemplo, un criterio de
conservacion puede definir que toda la secuencia de un péptido de uniéon a un HLA de clase | o que todo el
nacleo de 9-meros de un péptido de uniéon a la clase Il se conserve en un porcentaje designado de las
secuencias evaluadas para un antigeno proteico especifico.

X.C.1. Vacunas de minigenes

Se dispone de diversos enfoques que permiten el suministro simultaneo de multiples epitopos. Los acidos nucleicos
que codifican los péptidos de la invencién son particularmente Utiles. Los epitopos para su inclusiéon en un minigen
se seleccionan preferentemente de acuerdo con las directrices expuestas en la seccion anterior. Un medio preferido
para administrar acidos nucleicos que codifican los péptidos usa construcciones de minigenes que codifican un
péptido que comprende uno o multiples epitopos descritos en el presente documento.

El uso de minigenes multiepitopicos se describe a continuaciéon y en, Ishioka et al., J. Immunol. 162: 3915-3925,
1999; An, L. y Whitton, J. L., J. Virol. 71: 2292, 1997; Thomson, S. A. et al., J. Immunol. 157: 822, 1996; Whitton, J.
L. et al, J. Virol. 67: 348, 1993; Hanke, R. et al, Vaccine 16: 426, 1998. Por ejemplo, un plasmido de ADN
multiepitopico que codifica epitopos portadores de supermotivos y/o motivos derivados de STEAP-1, el epitopo de
células T auxiliares universal PADRE® o multiples epitopos de HTL de STEAP-1 (véanse, por ejemplo, las Tablas V-
XVIII'y XXII a LI), y una secuencia sefial de translocacién en el reticulo endoplasmatico, pueden modificarse por
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ingenieria genética. Una vacuna también puede comprender epitopos que deriven de otros AAT.

La inmunogenicidad de un minigen multiepitopico puede confirmarse en ratones transgénicos para evaluar la
magnitud de respuestas de induccién de CTL contra los epitopos ensayados. Ademas, la inmunogenicidad de
epitopos codificados por ADN in vivo puede correlacionarse con las respuestas in vitro de lineas CTL especificas
contra células diana transfectadas con el ADN plasmidico. Por tanto, estos experimentos pueden mostrar que los
minigenes sirven para: 1.) generar una respuesta CTL y 2.) que las células inducidas reconocidas por los CTL
expresen los epitopos codificados.

Por ejemplo, para crear una secuencia de ADN que codifique los epitopos seleccionados (minigen) para la expresion
en células humanas, las secuencias de aminoacidos de los epitopos pueden retrotranscribirse. Se puede usar una
tabla de uso de codones humanos para guiar la eleccion de codones para cada aminoacido. Estas secuencias de
ADN que codifican epitopos pueden unirse directamente, de modo que, cuando se traduzcan, se crea una secuencia
polipeptidica continua. Para optimizar la expresion y/o la inmunogenicidad, pueden incorporarse elementos
adicionales en el disefio del minigen. Los ejemplos de secuencias de aminoacidos que pueden retrotranscribirse e
incluirse en la secuencia del minigen incluyen: epitopos de HLA de clase |, epitopos de HLA de clase I, epitopos de
anticuerpos, una secuencia sefal de ubiquitinacién, y/o una sefal dirigida al reticulo endoplasmatico. Ademas, la
presentacién HLA de los epitopos CTL y HTL puede mejorarse incluyendo secuencias sintéticas (por ejemplo, de
polialanina) o flanqueantes de origen natural adyacentes a los epitopos CTL o HTL.

La secuencia del minigen puede convertirse en ADN ensamblando oligonucleétidos que codifican las cadenas
positivas y negativas del minigen. Los oligonucleétidos solapantes (de 30-100 bases de longitud) pueden
sintetizarse, fosforilarse, purificarse e hibridarse en condiciones apropiadas usando técnicas bien conocidas. Los
extremos de los oligonucleétidos pueden unirse, por ejemplo, usando ADN ligasa de T4. Este minigen sintético, que
codifica el polipéptido epitépico, puede después clonarse en un vector de expresion deseado.

Las secuencias reguladoras convencionales bien conocidas por los expertos en la materia se incluyen
preferentemente en el vector para garantizar la expresion en las células diana. Varios elementos del vector son
deseables: un promotor con un sitio de clonacién aguas abajo para la insercion de minigen; una sefial de
poliadenilacién para la terminacion eficaz de la transcripcion; un origen de replicacion de E. coli; y un marcador de
seleccién de E. coli (por ejemplo, resistencia a ampicilina o a kanamicina). Para este fin pueden usarse numerosos
promotores, por ejemplo, el promotor del citomegalovirus humano (hCMV). Véanse, por ejemplo, las Patentes de
Estados Unidos Nos 5.580.859 y 5.589.466 para otras secuencias promotoras adecuadas.

Pueden desearse modificaciones adicionales del vector para optimizar la expresion y la inmunogenicidad de los
minigenes. En algunos casos, se requieren intrones para la expresion génica eficaz, y uno o mas intrones sintéticos
o de origen natural podrian incorporarse en la regién transcrita de un minigen. La inclusién de secuencias
estabilizadoras de ARNm y secuencias para la replicacion en células de mamifero podria considerarse también para
aumentar la expresion del minigen.

Una vez que se selecciona un vector de expresion, el minigen se clona en la region polienlazadora aguas abajo del
promotor. Este plasmido se transforma en una cepa apropiada de E. coli, y se prepara ADN usando técnicas
convencionales. La orientacion y la secuencia de ADN del minigen, asi como del resto de elementos incluidos en el
vector, se confirman usando mapeo de restriccion y analisis de secuencia de ADN. Las células bacterianas que
alojan el plasmido correcto pueden conservarse como un banco de células maestras y como un banco de células de
trabajo.

Ademas, parece que las secuencias inmunoestimuladoras (ISS o CpG) juegan un papel en la inmunogenicidad de
las vacunas de ADN. Estas secuencias pueden incluirse en el vector, fuera de la secuencia codificante del minigen,
si se desea potenciar la inmunogenicidad.

Puede usarse un vector de expresion bicistronico que permita la produccion tanto de epitopos codificados por el
minigen como de una segunda proteina (incluida para potenciar o disminuir la imunogenicidad). Los ejemplos de
proteinas o polipéptidos que pueden potenciar beneficiosamente la respuesta inmunitaria, si se coexpresan, incluyen
citocinas (por ejemplo, IL-2, IL-12, GM-CSF), moléculas inductoras de citocinas (por ejemplo, LelF), moléculas
coestimuladoras, o para respuestas HTL, proteinas de unién a pan-DR (PADRE™, Epimmune, San Diego, CA).
Pueden unirse epitopos (HTL) auxiliares a las sefales de direccionamiento intracelular y expresarse por separado
de los epitopos CTL expresados; esto permite la direccién de los epitopos HTL a un compartimento celular distinto
que el de los epitopos CTL. Si se requiere, esto podria facilitar una entrada mas eficaz de los epitopos HTL en la
ruta del HLA de clase Il, mejorando de este modo la inducciéon de HTL. Por el contrario, la inducciéon de HTL o CTL,
disminuyendo especificamente la respuesta inmunitaria mediante la coexpresion de moléculas inmunosupresoras
(por ejemplo, TGF-B) puede ser beneficioso en determinadas enfermedades.

Pueden producirse cantidades terapéuticas de ADN plasmidico, por ejemplo, por fermentacién en E. coli, seguido de
purificacién. Se usan alicuotas del banco de células de trabajo para inocular medio de crecimiento, y crecen hasta la
saturacion en matraces agitadores o en un biorreactor de acuerdo con técnicas bien conocidas. EI ADN plasmidico
puede purificarse usando tecnologias convencionales de bioseparacién, tales como resinas de intercambio aniénico
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en fase sélida proporcionadas por QIAGEN, Inc. (Valencia, California). Si se requiere puede aislarse ADN
superenrrollado de las formas abiertas circulares y lineales usando electroforesis en gel u otros métodos.

El ADN plasmidico purificado puede prepararse para inyeccién usando varias formulaciones. La méas sencilla de
estas es la reconstitucion de ADN liofilizado en solucién salina tamponada con fosfato (PBS). Este enfoque,
conocido como “ADN desnudo”, se usa actualmente para la administracién intramuscular (IM) en ensayos clinicos.
Para maximizar los efectos inmunoterapéuticos de las vacunas de ADN de minigenes, puede ser deseable un
método alternativo para formular el ADN plasmidico purificado. Se han descrito varios métodos, y pueden estar
disponibles nuevas técnicas. También se pueden usar en la formulacién cationes lipidicos, glucolipidos y liposomas
fusogénicos (véase, por ejemplo, tal como se describe en el documento WO 93/24640; Mannino y Gould-Fogerite,
BioTechniques 6(7): 682 (1988); Patente de Estados Unidos N° 5.279.833; documento WO 91/06309; y Felgner, et
al., Proc. Nat'l Acad. Sci. EE.UU. 84: 7413 (1987). Ademas, los péptidos y compuestos denominados en su conjunto
compuestos protectores, interactivos, no condensadores (PINC) podrian también formar complejos con ADN
plasmidico purificado para ejercer influencia sobre variables tales como la estabilidad, la dispersion intramuscular, o
el transito a 6rganos o a tipos de células especificos.

La sensibilizacion de células diana puede usarse como un ensayo funcional para la expresion y la presentacion del
HLA de clase | de los epitopos CTL codificados por minigenes. Por ejemplo, el ADN plasmidico se introduce en una
linea celular de mamifero que es adecuada como una diana para ensayos de liberacion de cromo de CTL
convencionales. El método de transfeccion usado dependera de la formulacién final. La electroporacion puede
usarse para ADN “desnudo”, mientras que los lipidos catiénicos permiten la transfeccién directa in vitro. Un plasmido
que expresa la proteina verde fluorescente (GFP) puede cotransfectarse para permitir el enriqguecimiento de células
transfectadas usando clasificacion celular activada por fluorescencia (FACS). Estas células se marcan después con
cromo-51 (51Cr) ¥ se usan como células diana para las lineas CTL especificas de epitopos; la citolisis, detectada por
la liberacion de >'Cr indica tanto la produccién de, como la presentacién de HLA de, los epitopos CTL codificados
por minigenes. La expresion de los epitopos HTL puede evaluarse de un modo analogo usando ensayos para
evaluar la actividad de HTL.

La inmunogenicidad in vivo es un segundo enfoque para el ensayo funcional de las formulaciones de minigenes de
ADN. Ratones transgénicos que expresan proteinas de HLA humanas apropiadas se inmunizan con el producto de
ADN. La dosis y la via de administracién son dependientes de la formulacion (por ejemplo, IM para ADN en PBS,
intraperitoneal (i.p.) para lipidos que forman complejos con ADN). Veintiln dias después de la inmunizacién, se
recogen esplenocitos y se reestimulan durante una semana en presencia de péptidos que codifican cada epitopo a
ensayar. Después de eso, para las células efectoras CTL, se realizan ensayos para la citolisis de células diana
marcadas con °'Cr, cargadas con péptidos, usando técnicas convencionales. La lisis de las células diana que se
sensibilizaron mediante HLA cargados con epitopos peptidicos, correspondientes a epitopos codificados por
minigenes, demuestra la funcion de las vacunas de ADN para la induccién in vivo de los CTL. La inmunogenicidad
de los epitopos HTL se confirma en los ratones transgénicos de un modo analogo.

Como alternativa, los acidos nucleicos pueden administrarse usando suministro balistico, como se describe, por
ejemplo, en la Patente de Estados Unidos N? 5.204.253. Usando esta técnica, se administran particulas que solo
comprenden ADN. Como alternativa, el ADN puede adherirse a particulas, tales como, particulas de oro.

Los minigenes también pueden suministrarse usando otros sistemas de suministro bacterianos o virales bien
conocidos en la técnica, por ejemplo, una construccion de expresion que codifica epitopos de la invencion puede
incorporarse en un vector viral tal como una vacuna.

X.C.2. Combinaciones de péptidos CTL con péptidos auxiliares

Las composiciones de vacunas que comprenden péptidos CTL de la invencién pueden modificarse, por ejemplo,
analogarse, para proporcionar atributos deseados, tales como semivida en suero mejorada, cobertura de poblacién
aumentada o inmunogenicidad potenciada.

Por ejemplo, la capacidad de un péptido para inducir actividad CTL puede potenciarse ligando el péptido a una
secuencia que contiene al menos un epitopo que es capaz de inducir una respuesta de células T auxiliares. A pesar
de que un péptido CTL puede ligarse directamente a un péptido auxiliar T, a menudo los conjugados epitopo
CTL/epitopo HTL se ligan mediante una molécula espaciadora. El espaciador normalmente comprende moléculas
neutras, relativamente pequefas, tales como aminoacidos o miméticos de aminoacidos, que sustancialmente no
estan cargados en condiciones fisioldgicas. Los espaciadores se seleccionan normalmente, por ejemplo, de Ala, Gly,
u otros espaciadores neutros de aminodacidos no polares o aminoacidos polares neutros. Se entenderda que el
espaciador opcionalmente presente no necesita comprender los mismos restos y por lo tanto puede ser un hetero- u
homo- oligbmero. Cuando esta presente, el espaciador habitualmente tendrda al menos uno o dos restos, mas
usualmente de tres a seis restos y a veces de 10 o mas restos. El epitopo peptidico CTL puede ligarse al epitopo
peptidico auxiliar T directamente o mediante un espaciador en cualquiera de los extremos amino o carboxilo del
péptido CTL. El extremo amino bien del péptido inmunogénico o del péptido auxiliar T puede estar acilado.
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En determinados casos, el péptido auxiliar T puede ser uno que reconozca a las células T auxiliares presentes en
una mayoria de una poblacién genéticamente diversa. Esto puede llevarse a cabo seleccionando péptidos que se
unan a muchos, a la mayoria, o a todas las moléculas de HLA de clase Il. Los ejemplos de dichos aminoacidos que
se unen a muchas moléculas de HLA de clase Il incluyen secuencias de antigenos tales como el foxoide tetanico en
las posiciones 830-843 (QYIKANSKFIGITE; SEC ID N®: 44), la proteina del circumsporozoito (CS) de Plasmodium
falciparum en las posiciones 378-398 (DIEKKIAKMEKASSVFNVVNS; SEC ID N¢: 45) y la proteina de 18 kD de
Streptococcus en las posiciones 116-131 (GAVDSILGGVATYGAA; SEC ID N 46). Otros ejemplos incluyen
péptidos portadores de un supermotivo DR 1-4-7, o cualquiera de los motivos de DR3.

Como alternativa, es posible preparar péptidos sintéticos capaces de estimular linfocitos T auxiliares, de una manera
débilmente restringida al HLA, usando secuencias de aminoacidos que no se encuentran en la naturaleza (véase,
por ejemplo, la publicacion PCT WO 95/07707). Estos compuestos sintéticos denominados epitopos de unién Pan-
DR (por ejemplo, PADRE™, Epimmune, Inc., San Diego, CA) se disefian mas preferentemente, para unirse a la
mayoria de moléculas HLA-DR (HLA de clase Il humano). Por ejemplo, se ha descubierto un péptido epitopico de
uniéon pan-DR que tiene la férmula: aKXVAAWTLKAAa (SEC ID N2 47), en la que “X” es ciclohexilalanina,
fenilalanina o tirosina, y a es D-alanina o L-alanina, que se une a la mayoria de los alelos HLA-DR, y estimula la
respuesta de linfocitos T auxiliares de la mayoria de individuos, independientemente de su tipo HLA. Una alternativa
de un epitopo de unién pan-DR comprende todos los aminoacidos naturales “L” y puede proporcionarse en forma de
acidos nucleicos que codifican el epitopo.

Los epitopos peptidicos de HTL también pueden modificarse para alterar sus propiedades bioldgicas. Por ejemplo,
pueden modificarse para incluir D aminoacidos para aumentar su resistencia a proteasas y por lo tanto prolongar su
semivida en suero, o pueden conjugarse con otras moléculas tales como lipidos, proteinas, carbohidratos y similares
para aumentar su actividad biol6gica. Por ejemplo un péptido auxiliar T puede conjugarse con una o mas cadenas
de acido palmitico en cualquiera de los extremos amino o carboxilo.

X.C.3. Combinaciones de Péptidos CTL con Agentes sensibilizadores de Células T

Puede ser deseable incluir en las composiciones farmacéuticas de la invencién al menos un componente que
sensibilice a los linfocitos B o T. Se han identificado lipidos como agentes capaces de sensibilizar a CTL in vivo. Por
ejemplo, restos de acido palmitico pueden acoplarse a los grupos €- y a- amino de un resto de lisina y después
ligarse, por ejemplo, mediante uno o mas restos de ligamiento, tales como Gly, Gly-Gly-, Ser, Ser-Ser, o0 similares, a
un péptido inmunogénico. El péptido lipidado puede después administrarse bien directamente en una micela o
particula, incorporarse en un liposoma, o emulsionarse en un adyuvante, por ejemplo, adyuvante incompleto de
Freund. Una composicion inmunogénica particularmente eficaz comprende &cido palmitico acoplado a grupos €- y a-
amino de Lys, que esta acoplado por ligamiento, por ejemplo, Ser-Ser, con el extremo amino del péptido
inmunogénico.

Como otro ejemplo de sensibilizacion con lipidos de respuestas CTL, pueden usarse lipoproteinas de E. coli, tales
como tripalmitoil-S-gliceril-cisteinilseril- serina (PsCSS) para sensibilizar CTL especificos de virus cuando se acoplan
covalentemente a un péptido apropiado (véase, por ejemplo, Deres, et al., Nature 342:561, 1989). Los péptidos de la
invencién pueden acoplarse con P3CSS, por ejemplo, y el lipopéptido administrarse a un individuo para sensibilizar
especificamente una respuesta inmunitaria contra el antigeno diana. Ademas, dado que la induccion de anticuerpos
neutralizantes también puede sensibilizarse con epitopos conjugados con PsCSS, pueden combinarse dos de dichas
composiciones para suscitar mas eficazmente respuestas tanto humorales como mediadas por células.

X.C.4. Composiciones de vacunas que comprenden CD pulsadas con péptidos CTL y/o HTL Una composicién
de vacuna puede comprender la administracién ex vivo de un coctel de péptidos portadores de epitopos contra
CMSP, o CD aisladas de las mismas, de la sangre de un paciente. Puede usarse un agente farmacéutico, tal como
Progenipoietin™ (Pharmacia-Monsanto, St. Louis, MO) o GM-CSF/IL-4, para facilitar la recogida de las CD. Después
de pulsar las CD con los péptidos y antes de la reinfusién en los pacientes, las CD se lavan para eliminar los
péptidos no unidos. Esta vacuna comprende las CD pulsadas con péptidos que presentan los epitopos peptidicos
pulsados formando complejos con moléculas de HLA en sus superficies.

Las CD pueden pulsarse ex vivo con un coctel de péptidos, algunos de los cuales estimulan respuestas CTL contra
STEAP-1. Opcionalmente, un péptido de célula T auxiliar (HTL), tal como un péptido natural o artificial débilmente
restringido para el HLA de Clase ll, puede incluirse para facilitar la respuesta CTL. Por lo tanto, se usa una vacuna
para tratar un cancer que expresa o sobreexpresa STEAP-1.

X.D. Inmunoterapia adoptiva

Los péptidos antigénicos relacionados con STEAP-1 se usan también para suscitar una respuesta CTL y/o HTL ex
vivo. Las células CTL o HTL resultantes, pueden usarse para tratar tumores en pacientes que no responden a otras
formas de terapia convencionales, o que no responderan contra un péptico o acido nucleico en la vacuna terapéutica
de acuerdo con la invencion. Las respuestas CTL o HTL ex vivo contra un antigeno particular se inducen incubando,
en cultivo tisular, las células precursoras CTL o HTL del paciente, o genéticamente compatibles, junto con una
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fuente de células presentadoras de antigenos (CPA), tales como células dendriticas, y el péptido inmunogénico
apropiado. Después de un tiempo de incubacion apropiado (normalmente de aproximadamente 7-28 dias), en el que
las células precursoras se activan y se expanden en células efectoras, las células se vuelven a infundir en el
paciente, donde destruiran (CTL) o facilitaran la destruccion (HTL) de sus células diana especificas (por ejemplo,
una célula tumoral). También pueden usarse células dendriticas transfectadas como células presentadoras de
antigeno.

X.E. Administracion de vacunas para fines terapéuticos o profilacticos

Las composiciones farmacéuticas y de vacuna descritas en el presente documento se usan para tratar y/o prevenir
un cancer que expresa o sobreexpresa STEAP-1. En aplicaciones terapéuticas, las composiciones de péptidos y/o
acidos nucleicos se administran a un paciente en una cantidad suficiente para suscitar una respuesta eficaz de
células B, CTL y/o HTL contra el antigeno y para curar o al menos detener parcialmente o ralentizar los sintomas y/o
complicaciones. Una cantidad adecuada para conseguir esto se define como “dosis terapéuticamente eficaz”. Las
cantidades eficaces para este uso dependeran, por ejemplo, de la composicién particular administrada, del modo de
administracion, del estadio y de la gravedad de la enfermedad que vaya a tratarse, del peso y del estado de salud
general del paciente, y del criterio del médico que lo prescribe.

Para las composiciones farmacéuticas, los péptidos inmunogénicos de la invencion, o el ADN que codifica los
mismos, generalmente se administran a un individuo que ya tiene un tumor que expresa STEAP-1. Los péptidos o el
ADN que codifica los mismos pueden administrarse individualmente o como fusiones de una o mas secuencias
peptidicas. Los pacientes pueden tratarse con los péptidos inmunogénicos por separado o junto con otros
tratamientos, tales como cirugia, segln sea apropiado.

Para el uso terapéutico, la administracién debe empezar generalmente en el primer diagnéstico de un cancer
asociado con STEAP-1. Esto es seguido por dosis de refuerzo hasta que al menos se hayan abatido
sustancialmente los sintomas y durante un periodo en lo sucesivo. La realizacion de la composicion de vacuna (es
decir, que incluye, pero sin limitacion, realizaciones tales como cocteles peptidicos, polipéptidos poliepitdpicos,
minigenes, o células dendriticas pulsadas o CTL especificos de AAT) suministrada al paciente puede variar de
acuerdo con el estadio de la enfermedad o el estado de salud del paciente. Por ejemplo, en un paciente con un
tumor que expresa STEAP-1, una vacuna que comprende CTL especifico de STEAP-1 puede ser mas eficaz
destruyendo células tumorales en pacientes con enfermedad avanzada.

Es generalmente importante proporcionar una cantidad del epitopo peptidico suministrado mediante un modo de
administracion suficiente para estimular eficazmente una respuesta de células T citotdxicas; también pueden
proporcionarse composiciones que estimulan respuestas de células T auxiliares.

La dosificacion para una inmunizacion terapéutica inicial generalmente se produce en un intervalo de dosificacién
unitaria en el que el valor mas bajo es de aproximadamente 1, 5, 50, 500 o 1.000 ug y el valor mas alto es de
aproximadamente 10.000; 20.000; 30.000; o 50.000 pg. Los valores de dosificacion para un ser humano
normalmente varian de aproximadamente 500 pg a aproximadamente 50.000 pg por 70 kilogramos del paciente. Las
dosificaciones de refuerzo de entre aproximadamente 1,0 ug a aproximadamente 50.000 ug de péptido de
conformidad con un régimen de refuerzo a lo largo de semanas a meses pueden administrarse dependiendo de la
respuesta y de la afeccion del paciente, como se determina midiendo la actividad especifica de CTL y HTL obtenida
de la sangre del paciente. La administracién deberia continuar hasta que al menos los sintomas clinicos o los
ensayos de laboratorio indiquen que la neoplasia se ha eliminado o reducido y durante un periodo en lo sucesivo.
Las dosificaciones, vias de administracion, y pautas posolégicas se ajustan de acuerdo con metodologias que se
conocen en la técnica.

Los péptidos y las composiciones descritas pueden emplearse en patologias graves, es decir, situaciones letales o
posiblemente letales. En dichos casos, como resultado de las cantidades minimas de sustancias externas y de la
naturaleza relativa no toxica de los péptidos, es posible y podria ser deseable para el médico tratante, administrar
excesos sustanciales de estas composiciones peptidicas con respecto a estas cantidades de dosificacion indicadas.

Las composiciones de vacuna también pueden usarse integramente como agentes profilacticos. Generalmente la
dosificacién para una inmunizacién profilactica inicial generalmente se produce en un intervalo de dosificacion
unitaria en el que el valor mas bajo es de aproximadamente 1, 5, 50, 500 o 1.000 ug y el valor mas alto es de
aproximadamente 10.000; 20.000; 30.000; o 50.000 pg. Los valores de dosificacion para un ser humano
normalmente varian de aproximadamente 500 pug a aproximadamente 50.000 pg por 70 kilogramos del paciente.
Esto se sigue por dosificaciones de refuerzo de entre aproximadamente 1,0 ug a aproximadamente 50.000 pg de
péptido administrado a intervalos definidos de desde aproximadamente cuatro semanas a seis meses después de la
administracion inicial de la vacuna. La inmunogenicidad de la vacuna puede evaluarse midiendo la actividad
especifica de CTL y HTL obtenida de una muestra de la sangre del paciente.

Las composiciones farmacéuticas para el tratamiento terapéutico se destinan para la administraciéon parenteral,
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tépica, oral, nasal, intratecal o local (por ejemplo, como una crema o pomada tépica). Preferentemente, las
composiciones farmacéuticas se administran por via parenteral, por ejemplo, por via intravenosa, subcutanea,
intradérmica o intramuscular. Por tanto, la invencién proporciona composiciones para administracion parenteral que
comprenden una solucion de los péptidos inmunogénicos disueltos o suspendidos en un vehiculo aceptable,
preferentemente un vehiculo acuoso.

Se pueden usar varios vehiculos acuosos, por ejemplo, agua, agua tamponada, solucion salina al 0,8 %, glicina al
0,3 %, acido hialurénico y similares. Estas composiciones pueden esterilizarse mediante técnicas de esterilizacién
convencionales bien conocidas o pueden esterilizarse por filtracion. Las soluciones acuosas resultantes pueden
envasarse para su uso, o liofilizarse, estando la preparacion liofilizada combinada con una solucién estéril antes de
la administracion.

Las composiciones pueden contener sustancias auxiliares farmacéuticamente aceptables seglin se requiera para
aproximarse a las condiciones fisioldgicas, tales como agentes ajustadores del pH y tamponadores, agentes
ajustadores de la tonicidad, agentes humectantes, conservantes, y similares, por ejemplo, acetato de sodio, lactato
de sodio, cloruro de sodio, cloruro de potasio, cloruro de calcio, monolaurato de sorbitan, oleato de trietanolamina,
etc.

La concentracion de péptidos de la invencién en las formulaciones farmacéuticas puede variar ampliamente, es
decir, desde menos de aproximadamente el 0,1 %, habitualmente a o al menos de aproximadamente el 2 % hasta
tanto como del 20 % al 50 % o mas en peso, y se seleccionaran principalmente por los volimenes del fluido,
viscosidades, etc., de acuerdo con el modo de administracién particular seleccionado.

Una forma de dosis unitaria humana de una composicién normalmente se incluye en una composicién farmacéutica
que comprende una dosis unitaria humana de un vehiculo aceptable, en una realizacién un vehiculo acuoso, y se
administra en un volumen/cantidad conocido por expertos en la materia para usar para la administracion de dichas
composiciones en seres humanos (véase, por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences, 172 Edicién, A.
Gennaro, Editor, Mack Publishing Co., Easton, Pennsylvania, 1985). Por ejemplo una dosis de péptido para la
inmunizacion inicial puede ser de aproximadamente 1 a aproximadamente 50.000 ug, generalmente de 100-5.000
ug, para un paciente de 70 kg. Por ejemplo, para los acidos nucleicos puede realizarse una inmunizacién inicial
usando un vector de expresion en forma de &cido nucleico desnudo administrado por via IM (o SC o ID) en las
cantidades de 0,5-5 mg en multiples sitios. El &cido nucleico (de 0,1 a 1000 pg) también puede administrarse usando
una pistola de genes. Después de un periodo de incubacion de 3-4 semanas, se administra entonces una dosis de
refuerzo. El refuerzo puede ser virus de la viruela aviar recombinante administrado a una dosis de 5-10” a 5 x 10°
ufp.

Para los anticuerpos, un tratamiento generalmente implica la administracién repetida de la preparacion de
anticuerpos anti-STEAP-1, mediante una via de administracién aceptable, tal como inyeccién intravenosa (IV),
normalmente a una dosis en el intervalo de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 10 mg/kg de peso corporal.
En general, dosis en el intervalo de 10-500 mg de Acm por semana son eficaces y se toleran bien. Ademas, una
dosis de carga inicial de aproximadamente 4 mg/kg por peso corporal del paciente |1V, seguido de dosis semanales
de aproximadamente 2 mg/kg IV de la preparacién de Acm anti-STEAP-1 representa un régimen de dosificacion
aceptable. Tal como apreciaran los expertos en la materia, diversos factores pueden influir en la dosis ideal en un
caso particular. Dichos factores incluyen, por ejemplo, la semivida de una composicion, la afinidad de unién de un
Ac, la inmunogenicidad de una sustancia, el grado de expresion de STEAP-1 en el paciente, la extension de
antigeno STEAP-1 liberado en la circulacién, el nivel de concentracién deseado en estado estacionario, la frecuencia
del tratamiento, y la influencia de agentes quimioterapéuticos u otros que se usan en combinacién con el método de
tratamiento de la invencion, asi como el estado de salud de un paciente particular. Son dosis unitarias humanas no
limitantes preferidas, por ejemplo, 500 pug - 1 mg, 1 ug - 50 mg, 50 mg - 100 mg, 100 mg - 200 mg, 200 mg - 300 mg,
400 mg - 500 mg, 500 mg - 600 mg, 600 mg - 700 mg, 700 mg - 800 mg, 800 mg - 900 mg, 900 mg -1 g,0 1 mg -
700 mg. En determinadas realizaciones, la dosis esta en el intervalo de 2-5 mg/kg de peso corporal, por ejemplo,
con las siguientes dosis semanales de 1-3 mg/kg; 0,5 mg, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 mg/kg de peso corporal
seguidas, por ejemplo, de dos, tres o cuatro semanas mediante dosis semanales; de 0,5 - 10 mg/kg de peso
corporal, por ejemplo, seguidas de dos, tres o cuatro semanas mediante dosis semanales; de 225, 250, 275, 300,
325, 350, 375, 400 mg/m* de area corporal semanalmente, de 1-600 mg/m2 de area corporal semanalmente; de 225-
400 mg/m2 de area corporal semanalmente; esta dosis puede seguirse mediante dosis semanales durante 2, 3, 4, 5,
6,7,8,9,19, 11, 12 0 mas semanas.

Las formas de dosis unitarias de polinucleétidos humanos pueden comprender un intervalo de dosificacion
adecuado, o una cantidad eficaz adecuada, que proporciona cualquier efecto terapéutico. Tal como aprecia un
experto habitual en la materia, un efecto terapéutico depende de numerosos factores, incluyendo la secuencia del
polinucleétido, el peso molecular del polinucledtido y la via de administracién. Las dosificaciones generalmente las
selecciona el médico u otro profesional sanitario de acuerdo con varios parametros conocidos en la técnica, tales
como la gravedad de los sintomas, el historial del paciente y parametros similares. Generalmente, para un
polinucleétido de aproximadamente 20 bases, puede seleccionarse un intervalo de dosificacion, por ejemplo, desde
un limite inferior seleccionado independientemente, tal como de aproximadamente 0,1, 0,25, 0,5, 1, 2, 5, 10, 20, 30,
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40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200, 300, 400 o 500 mg/kg hasta un limite superior seleccionado independientemente,
mayor que el limite inferior, de aproximadamente 60, 80, 100, 200, 300, 400, 500, 750, 1000, 1500, 2000, 3000,
4000, 5000, 6000, 7000, 8000, 9000 o 10.000 mg/kg. Por ejemplo, una dosis puede ser de aproximadamente
cualquiera de los siguientes: de 0,1 a 100 mg/kg, de 0,1 a 50 mg/kg, de 0,1 a 25 mg/kg, de 0,1 a 10 mg/kg, de 1 a
500 mg/kg, de 100 a 400 mg/kg, de 200 a 300 mg/kg, de 1 a 100 mg/kg, de 100 a 200 mg/kg, de 300 a 400 mg/kg,
de 400 a 500 mg/kg, de 500 a 1000 mg/kg, de 500 a 5000 mg/kg o de 500 a 10.000 mg/kg. Generalmente, las vias
de administracion parenteral pueden requerir dosis mas altas de polinucleétidos en comparacion con una aplicacion
mas directa del nucleoétido en el tejido enfermo, como lo hacen los polinucleétidos de longitud creciente.

Las formas de dosis unitarias de células T pueden comprender un intervalo de dosificacién adecuado, o una
cantidad eficaz adecuada, que proporciona cualquier efecto terapéutico. Tal como aprecia un experto habitual en la
materia, un efecto terapéutico depende de numerosos factores. Las dosificaciones generalmente las selecciona el
médico u otro profesional sanitario de acuerdo con varios parametros conocidos en la técnica, tales como la
gravedad de los sintomas, el hlstorlal del paciente y parametros S|m|Iares Una dosis puede ser de aproxmadamente
10* células a aproxmadamente 10° células, de aproximadamente 10° células a aproxmadamente 10® células, de
aproximadamente 10% a aproximadamente 10" células, o de aeproxmadamente 10% a aproxmadamente 5 x 10
células. Una dosis puede ser tamblen de aproxmadamente 10 celulas/m a aproximadamente 10'° células/m?, o
aproximadamente 10° células/m® a aproximadamente 108 células/m?.

La proteina (o proteinas) de la invencién y/o los acidos nucleicos que codifican la proteina (o las proteinas), también
pueden administrarse por medio de liposomas que pueden también servir para: 1) dirigir la proteina (o proteinas) a
un tejido particular, tal como tejido linfoide; 2) dirigirse selectivamente a células enfermas; o 3) aumentar la semivida
de la composicién peptidica. Los liposomas incluyen emulsiones, espumas, micelas, monocapas insolubles, cristales
liquidos, dispersiones de fosfolipidos, capas laminares y similares. En estas preparaciones, el péptido a suministrar
se incorpora como parte de un liposoma, solo o junto con una molécula que se une a un receptor frecuente entre
células linfoides, tales como anticuerpos monoclonales que se unen al antigeno CD45, o con otras composiciones
terapéuticas o inmunogénicas. Por lo tanto, los liposomas cargados o abastecidos con un péptido deseado de la
invencion pueden dirigirse al sitio de las células linfoides, donde los liposomas suministran después las
composiciones peptidicas. Los liposomas para uso de acuerdo con la invencién se forman a partir de lipidos
formadores de vesiculas convencionales, que generalmente incluyen fosfolipidos neutros y cargados negativamente
y un esterol, tal como colesterol. La seleccién de lipidos generalmente esta orientada considerando, por ejemplo, el
tamano del liposoma, la labilidad acida y la estabilidad de los liposomas en la corriente sanguinea. Se dispone de
varios métodos para preparar liposomas, como se describe, por ejemplo, en Szoka, et al., Ann. Rev. Biophys.
Bioeng. 9: 467 (1980), y en las Patentes de Estados Unidos Nos 4.235.871, 4.501.728, 4.837.028, y 5.019.369.

Para el direccionamiento de células diana del sistema inmunitario, un ligando a incorporar en el liposoma puede
incluir, por ejemplo, anticuerpos o fragmentos de los mismos especificos para determinantes de la superficie de las
células del sistema inmunitario deseadas. Una suspension de liposomas que contiene un péptido puede
administrarse por via intravenosa, via local, via tdpica, etc. en una dosis que, entre otras cosas, varia de acuerdo
con el modo de administracién, con péptido que vaya a suministrarse y con el estadio de la enfermedad que vaya a
tratarse.

Para las composiciones soélidas, pueden usarse vehiculos sélidos no téxicos convencionales que incluyen, por
ejemplo, calidades farmacéuticas de manitol, lactosa, almidén, estearato de magnesio, sacarina sodica, talco,
celulosa, glucosa, sacarosa, carbonato de magnesio, y similares. Para la administracion oral, se forma una
composicién no tdxica, farmacéuticamente aceptable, incorporando cualquiera de los excipientes empleados
normalmente, tales como los vehiculos previamente enumerados, y generalmente de 10-95 % de principio activo, es
decir, uno o mas péptidos de la invencién, y mas preferentemente a una concentracion de 25 %-75 %.

Para la administracion en aerosol, los péptidos inmunogénicos se proporcionan preferentemente en forma finamente
dividida junto con un tensioactivo y un propulsor. Los porcentajes tipicos de los péptidos son de aproximadamente
0,01 %-20 % en peso, preferentemente de aproximadamente 1 %-10 %. El tensioactivo debe ser, por supuesto, no
toxico, y preferentemente soluble en el propulsor. Los ésteres o ésteres parciales de acidos grasos que contienen de
aproximadamente 6 a 22 atomos de carbono, tales como los acidos caproico, octanoico, laurico, palmitico, estearico,
linoleico, linolénico, olestérico y oleico con un alcohol polihidrico alifatico o su anhidrido ciclico son representativos
de dichos agentes. Puede emplearse ésteres mixtos, tales como glicéridos mixtos o naturales. El tensioactivo puede
constituir aproximadamente el 0,1 %-20 % en peso de la composicion, preferentemente aproximadamente el 0,25 %-
5 %. El equilibrio de la composicion es habitualmente propulsor. Para suministro intranasal también puede incluirse
un vehiculo, segun se desee, tal como, por ejemplo, lecitina.

Xl.) Usos diagndsticos y prondsticos de STEAP-1.

Tal como se desvela en el presente documento, los polinucleétidos y polipéptidos de STEAP-1, las células T
citotoxicas (CTL) reactivas, las células T auxiliares (HTL) reactivas y los anticuerpos anti-polipéptido, se usan en
ensayos diagndsticos, prondsticos y terapéuticos bien conocidos que examinan afecciones asociadas con
crecimiento celular desregulado, tal como céncer, en particular los canceres enumerados en la Tabla | (véase, por
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ejemplo, tanto su patrdén de expresién especifico en tejidos, como su sobreexpresién en determinados canceres,
como se describe en el Ejemplo titulado “andlisis de expresion de STEAP-1 en tejidos normales, y especimenes de
pacientes”).

STEAP-1 puede compararse con un antigeno asociado a la préstata, el PSA, un marcador arquetipico que durante
afnos han usado los médicos facultativos para identificar y controlar la presencia de cancer de préstata (véase, por
ejemplo, Merrill et al., J. Urol. 163(2): 503-5120 (2000); Polascik et al., J. Urol. Aug; 162(2): 293-306 (1999) y Fortier
et al., J. Nat. Cancer Inst. 91(19): 1635-1640(1999)). También se usan diversos marcadores diagnosticos distintos
en contextos similares que incluyen p53 y K-ras (véase, por ejemplo, Tulchinsky et al., Int J Mol Med 4 jul 1999 (1):
99-102 y Minimoto et al., Cancer Detect Prev 2000; 24(1): 1-12). Por lo tanto, esta divulgacién de polinucleotidos y
polipéptidos de STEAP-1 (asi como sondas de polinucleétidos de STEAP-1 y anticuerpos anti-STEAP-1 usados para
identificar la presencia de estas moléculas) y sus propiedades permiten a los expertos en la materia utilizar estas
moléculas en métodos que son analogos a los usados, por ejemplo, en varios ensayos diagndsticos dirigidos a
examinar afecciones asociadas con cancer.

Los métodos diagnésticos tipicos que utilizan los polinucleétidos y polipéptidos de STEAP-1, las células T reactivas y
los anticuerpos son analogos a los métodos de ensayos diagnosticos bien establecidos, que emplean, por ejemplo,
PSA, polinucleétidos, polipéptidos, células T reactivas y anticuerpos. Por ejemplo, al igual que los polinucleétidos de
PSA se usan como sondas (por ejemplo en analisis de Northern, véase, por ejemplo, Sharief et al., Biochem- Mol.
Biol. Int. 33(3): 567-74(1994)) y cebadores (por ejemplo en analisis de PCR, véase, por ejemplo Okegawa et al., J.
Urol. 163(4): 1189-1190 (2000)) para observar la presencia y/o el nivel de los ARNm de PSA en métodos para
controlar la sobreexpresion de PSA o la metastasis de canceres de prostata, los polinucleétidos de STEAP-1
descritos en el presente documento pueden utilizarse del mismo modo para detectar la sobreexpresién de STEAP-1
o la metastasis de cancer de préstata y de otros canceres que expresen este gen. Como alternativa, al igual que los
polipéptidos de PSA se usan para generar anticuerpos especificos para PSA que pueden usarse después para
observar la presencia y/o el nivel de proteinas PSA en métodos para controlar la sobreexpresion de la proteina PSA
(véase, por ejemplo, Stephan et al., Urology 55(4): 560-3 (2000)) o la metastasis de células de préstata (véase, por
ejemplo, Alanen et al., Pathol. Res. Pract 192(3): 233-7 (1996)), los polipéptidos de STEAP-1 descritos en el
presente documento pueden utilizarse para generar anticuerpos para su uso en la deteccion de la sobreexpresion de
STEAP-1 o la metastasis de células de prostata y células de otros canceres que expresen este gen.

Especificamente, dado que la metastasis implica el desplazamiento de células cancerosas de un érgano de origen
(tal como el pulmon o la glandula prostatica, etc.) a una zona distinta del organismo (tal como un ganglio linfatico),
para proporcionar pruebas de metastasis, pueden usarse ensayos que examinen una muestra biolégica para
detectar la presencia de células que expresen polinucleétidos y/o polipéptidos de STEAP-1. Por ejemplo, cuando se
encuentra que una muestra bioldgica de tejido, que normalmente no contiene células que expresan STEAP-1
(ganglio linfatico), contiene células que expresan STEAP-1, tales como la expresion de STEAP-1 observada en
xenoinjertos de LAPC4 y LAPC9, aislados de ganglios linfaticos y metastasis 6sea, respectivamente, este hallazgo
es significativo de metastasis.

Como alternativa los polinucleétidos y/o polipéptidos de STEAP-1 pueden usarse para proporcionar pruebas de
cancer, por ejemplo, cuando en una muestra bioldgica se encuentran células que normalmente no expresan STEAP-
1 0 que expresan STEAP-1 a un nivel diferente o que tienen una expresién de STEAP-1 aumentada (véase, por
ejemplo, la expresion de STEAP-1 en los canceres enumerados en la Tabla | y en muestras de pacientes, etc.
Mostradas en las Figuras adjuntas). En dichos ensayos, los especialistas pueden desear general adicionalmente
pruebas complementarias de metastasis ensayando la muestra biolégica con respecto a la presencia de un segundo
marcador restringido a un tejido (ademas de STEAP-1) tal como PSA, PSCA etc. (véase, por ejemplo, Alanen et al.,
Pathol. Res. Pract. 192(3): 233-237 (1996)).

Al igual que los expertos en la técnica emplean fragmentos de polinucleétidos y variantes de polinucleétidos de PSA
para el uso en los métodos de control de PSA, los fragmentos de polinucleétidos y variantes de polinucleétidos de
STEAP-1 se usan de un modo analogo. En particular, los polinucleétidos tipicos de PSA que se usan en los métodos
de control de PSA son sondas o cebadores que consisten en fragmentos de la secuencia de ADNc de PSA.
llustrando esto, los cebadores que se usan para amplificar por PCR un polinucleétido de PSA deben incluir menos
de la secuencia completa de PSA para funcionar en la reaccion en cadena de la polimerasa. En el contexto de
dichas reacciones de PCR, los expertos en la materia generalmente crean varios fragmentos distintos de
polinucleétidos que pueden usarse como cebadores para amplificar distintas porciones de un polinucleétido de
interés o para optimizar las reacciones de amplificacion (véase, por ejemplo, Caetano-Anolles, G. Biotechniques
25(3): 472-476, 478-480 (1998); Robertson et al., Methods Mol. Biol. 98: 121-154 (1998)). Una ilustracién adicional
del uso de dichos fragmentos se proporciona en el Ejemplo titulado “Andlisis de expresion de STEAP-1 en tejidos
normales, y especimenes de pacientes”, en los que el fragmento de polinucleétidos de STEAP-1 se usa como sonda
para mostrar la expresion de los ARN de STEAP-1 en células cancerosas. Ademads, las secuencias de
polinucleétidos variantes se usan normalmente como cebadores y sondas para los correspondientes ARNm en
andlisis de PCR y de Northern (véase, por ejemplo, Sawai et al., Fetal Diagn. Ther. Nov-Dic de 1996 11(6): 407-13
and Current Protocols In Molecular Biology, Volumen 2, Unidad 2, Frederick M. Ausubel et al. eds., 1995)). Los
fragmentos de polinucledétidos y variantes son utiles en este contexto donde son capaces de unirse a una secuencia
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polinucleotidica diana (por ejemplo, un polinucleétido de STEAP-1 mostrado en la Figura 2 o una variante del
mismo) en condiciones de alta rigurosidad.

Ademas, los polipéptidos de PSA que contienen un epitopo que puede reconocer un anticuerpo o célula T que se
une especificamente a ese epitopo se usan en métodos para controlar el PSA. Los fragmentos polipeptidicos y
analogos o variantes de polipéptidos de STEAP-1 también pueden usarse de modo analogo. Esta practica de usar
fragmentos de polipéptidos o variantes de polipéptido para generar anticuerpos (tales como anticuerpos anti-PSA o
células T) es tipica en la técnica con una gran variedad de sistemas tales como proteinas de fusion que usan los
facultativos (véase, por ejemplo, Current Protocols In Molecular Biology, Volumen 2, Unidad 16, Frederick M.
Ausubel et al. eds., 1995). En este contexto, cada epitopo (o epitopos) actla para proporcionar la arquitectura con la
cual un anticuerpo o célula T es reactivo(a). Normalmente, los expertos en la materia crean varios fragmentos
polipeptidicos distintos que pueden usarse para generar respuestas inmunitarias especificas para distintas porciones
de un polipéptido de interés (véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N° 5.840.501 y la Patente de
Estados Unidos N2 5.939.533). Por ejemplo puede ser preferible utilizar un polipéptido que comprende uno de los
motivos bioldgicos de STEAP-1 que se explican en el presente documento o una subsecuencia que porta motivos
que se identifican facilmente por un experto en la materia basandose en los motivos disponibles en la técnica. Los
fragmentos polipeptidicos, variantes o analogos son normalmente Utiles en este contexto siempre que estos
comprendan un epitopo capaz de generar un anticuerpo o célula T especifica para una secuencia polipeptidica
diana (por ejemplo, un polipéptido de STEAP-1 mostrado en la Figura 3).

Tal como se muestra en el presente documento, los polinucleétidos y polipéptidos de STEAP-1 (asi como las sondas
de polinucleétidos de STEAP-1 y los anticuerpos anti-STEAP-1 o células T que se usan para identificar la presencia
de estas moléculas) muestran propiedades especificas que los hacen Utiles en el diagnostico de canceres tales
como los enumerados en la Tabla |. Los ensayos diagnosticos que miden la presencia de productos génicos de
STEAP-1, para evaluar la presencia o la aparicién de una afecciéon patoldgica que se describe en el presente
documento, tal como cancer de préstata, se usan para identificar pacientes para medidas preventivas o de control
adicional, tal como se ha hecho ya satisfactoriamente con PSA. Ademas, estos materiales satisfacen una necesidad
en la técnica de moléculas que tengan caracteristicas similares o complementarias a PSA en situaciones en las que,
por ejemplo, no pueda realizarse un diagnéstico definitivo de metastasis o de origen prostatico basandose en un
ensayo solo para PSA (véase, por ejemplo, Alanen et al., Pathol. Res. Pract. 192(3): 233-237 (1996)), y
consecuentemente, materiales tales como polinucleétidos y polipéptidos de STEAP-1 (asi como las sondas de
polinucleétidos de STEAP-1 y los anticuerpos anti-STEAP-1 que se usan para identificar la presencia de estas
moléculas) necesitan emplearse para confirmar una metastasis de origen prostatico.

Finalmente, ademas de su uso en ensayos diagnésticos, los polinucleétidos de STEAP-1 desvelados en el presente
documento tienen diversas otras utilidades tales como su uso en la identificacion de anomalias cromosémicas
oncogenéticas asociadas en la region cromosoémica en la que se mapean los genes de STEAP-1 (véase el Ejemplo
titulado “Mapeo Cromosémico de STEAP-1" mas adelante). Adicionalmente, ademas de su uso en ensayos
diagnosticos, las proteinas y los polinucleotidos relacionados con STEAP-1 desvelados en el presente documento
tienen otras utilidades tales como su uso en el andlisis forense de tejidos de origen desconocido (véase, por
ejemplo, Takahama K Forensic Sci Int junio de 1996 28; 80(1-2): 63-9).

Adicionalmente, las proteinas o los polinucleétidos de la invencion relacionados con STEAP-1 pueden usarse para
tratar una afeccion patologica caracterizada por la sobreexpresion de STEAP-1. Por ejemplo, la secuencia de
aminoacidos o de acidos nucleicos de la Figura 2 o Figura 3, o fragmentos de cualquiera, pueden usarse para
generar una respuesta inmunitaria contra un antigeno STEAP-1. Los anticuerpos u otras moléculas que reaccionan
con STEAP-1 pueden usarse para modular la funcién de esta molécula, y proporcionar de ese modo un beneficio
terapéutico.

XIlL.) Inhibicion de la funcion de la proteina STEAP-1

Existen métodos y composiciones para inhibir la union de STEAP-1 con su compariero de unién o su asociacion con
otra proteinas (o proteinas) asi como métodos para inhibir la funcién de STEAP-1.

XIl.A.) Inhibicién de STEAP-1 con anticuerpos intracelulares

En un enfoque, un vector recombinante que codifica anticuerpos monocatenarios que se unen especificamente a
STEAP-1 se introducen en células que expresan STEAP-1 mediante tecnologias de transferencia genética. Por
consiguiente, el anticuerpo monocatenario anti STEAP-1 codificado que se expresa intracelularmente, se une a la
proteina STEAP-1, e inhibe de ese modo su funcién. Se conocen bien métodos para modificar genéticamente dichos
anticuerpos monocatenarios intracelulares. Dichos anticuerpos intracelulares, conocidos también como
“intracuerpos”, se dirigen especificamente a un compartimento particular dentro de la célula, proporcionando un
control sobre donde se enfoca la actividad inhibidora del tratamiento. Esta tecnologia se ha aplicado con éxito en la
técnica (para una revision, véase Richardson y Marasco, 1995, TIBTECH vol. 13). Se ha demostrado que los
intracuerpos eliminan practicamente la expresién de receptores de la superficie celular de otro modo abundantes
(véase, por ejemplo, Richardson et al., 1995, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 92: 3137-3141; Beerli et al., 1994, J. Biol.
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Chem. 289: 23931-23936; Deshane et al., 1994, Gene Ther. 1: 332-337).

Los anticuerpos monocatenarios comprenden los dominios variables de la cadena pesada y ligera unidos por un
polipéptido enlazador flexible, y se expresan como un solo polipéptido. Opcionalmente, los anticuerpos
monocatenarios se expresan como un fragmento de regién variable de cadena sencilla unida a la regién constante
de la cadena ligera. Las sefales transitorias intracelulares bien conocidas se modifican genéticamente en vectores
polinucleotidicos recombinantes que codifican dichos anticuerpos monocatenarios para dirigir con precision el
intracuerpo al compartimento intracelular deseado. Por ejemplo, los intracuerpos dirigidos al reticulo endoplasmatico
(RE) se modifican genéticamente para incorporar un péptido lider y, opcionalmente, una sefal C terminal de
retencion en el RE, tal como el motivo de aminoacidos KDEL. Los intracuerpos destinados a ejercer la actividad en
el nucleo se modifican genéticamente para incluir una sefal de localizaciéon nuclear. Los restos lipidicos se unen a
los intracuerpos para conectar el intracuerpo con el lado citosélico de la membrana plasmatica. Los intracuerpos
también pueden dirigirse para ejercer su funcién en el citosol. Por ejemplo, los anticuerpos citosélicos se usan para
secuestrar factores en el citosol, impidiendo de este modo que estos se transporten a su destino celular natural.

Los intracuerpos pueden usarse para capturar STEAP-1 en el nicleo, impidiendo de este modo su actividad dentro
del ndcleo. Las senales de direccionamiento nuclear se modifican genéticamente en dichos intracuerpos de STEAP-
1 para conseguir el direccionamiento deseado. Tales intracuerpos de STEAP-1 estan disefiados para unirse
especificamente a un dominio de STEAP-1 particular. Pueden usarse intracuerpos citosélicos que se unen
especificamente a una proteina STEAP-1 para impedir que STEAP-1 acceda al nucleo, impidiendo de este modo
que este ejerza cualquier actividad biolégica dentro del nicleo (por ejemplo, impidiendo que STEAP-1 forme
complejos de transcripcion con otros factores).

Para dirigir especificamente la expresion de dichos intracuerpos a células particulares, la transcripcion del
intracuerpo se coloca bajo el control regulador de un promotor y/o potenciador apropiado especifico de tumores.
Para dirigir la expresién de intracuerpos especificamente a la préstata, por ejemplo, puede utilizarse el promotor y/o
promotor/potenciador de PSA (Véase, por ejemplo, Patente de Estados Unidos N° 5.919.652 expedida el 6 de julio
de 1999).

XIl.B.) Inhibicién de STEAP-1 con proteinas recombinantes

En otro enfoque, las moléculas recombinantes se unen a STEAP-1 e inhiben de este modo la funcion de STEAP-1.
Por ejemplo, estas moléculas recombinantes impiden o inhiben que STEAP-1 acceda/se una a su compafero o
companieros de unidn o se asocie con otra u otras proteinas. Dichas moléculas recombinantes pueden contener, por
ejemplo, la parte o partes reactivas de una molécula de anticuerpo especifica de STEAP-1. El dominio de union a
STEAP-1 de un compariero de unién a STEAP-1 puede modificarse genéticamente en una proteina de fusién
dimérica, comprendiendo de ese modo la proteina de fusion dos dominios de union a ligando de STEAP-1 ligados a
la porcion Fc de una IgG humana, tal como la IgG1 humana. Dicha porcién de IgG puede contener, por ejemplo, los
dominios Cr2 y Ch3 vy la region bisagra, pero no el dominio Cx1. Dichas proteinas de fusién diméricas se administran
en forma soluble a pacientes que padecen un cancer asociado con la expresion de STEAP-1, de ese modo la
proteina de fusién dimérica se une especificamente a STEAP-1 y bloquea la interaccion de STEAP-1 con un
companiero de unién. Dichas proteinas de fusién diméricas se combinan ademas en proteinas multiméricas usando
tecnologias conocidas de ligamiento de anticuerpos.

XII.C.) Inhibicién de la transcripcion o traduccion de STEAP-1

También se describen diversos métodos y composiciones para inhibir la transcripcion del gen de STEAP-1. De
manera similar, también se proporcionan métodos y composiciones para inhibir la traduccion de ARNm de STEAP-1
en la proteina.

En un enfoque, un método de inhibir la transcripcién del gen de STEAP-1 comprende poner en contacto el gen de
STEAP-1 con un polinucleétido antisentido de STEAP-1. En otro enfoque, un método de inhibir la traduccion del
ARNm de STEAP-1 comprende poner en contacto un ARNm de STEAP-1 con un polinucleétido antisentido. En otro
enfoque, se usa una ribozima especifica de STEAP-1 para escindir un mensajero de STEAP-1, inhibiendo de este
modo la traduccién. Dichos métodos basados en moléculas antisentido y en ribozimas también pueden dirigirse a las
regiones reguladoras del gen de STEAP-1, tales como elementos promotores y/o potenciadores de STEAP-1. De
manera similar, las proteinas capaces de inhibir un factor de transcripcion de STEAP-1 se usan para inhibir la
transcripcion del ARNm de STEAP-1. Los diversos polinucleétidos y composiciones Utiles en los métodos
anteriormente mencionados se han descrito anteriormente. El uso de moléculas antisentido y de ribozimas para
inhibir la transcripcién y la traduccién se conoce bien en la técnica.

Otros factores que inhiben la transcripcion de STEAP, mediante interferencia con la activacién transcripcional de
STEAP-1, son también Utiles para tratar canceres que expresan STEAP-1. De modo similar, los factores que
interfieren con el procesamiento de STEAP-1 son Utiles para tratar canceres que expresan STEAP-1. Los métodos
de tratamiento del cancer que utilizan dichos factores también estan dentro del alcance de la invencion.

XIL.D.) Consideraciones generales para estrategias terapéuticas
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Las tecnologias de transferencia génica y terapia génica pueden usarse para suministrar moléculas polinucleotidicos
terapéuticas a las células tumorales que sintetizan STEAP-1 (es decir, moléculas antisentido, ribozimas,
polinucleétidos que codifican intracuerpos y otras moléculas inhibidoras de STEAP-1). En la técnica se conocen
diversos enfoques de terapia. Pueden suministrarse vectores recombinantes que codifican polinucleotidos
antisentido de STEAP-1, ribozimas, factores capaces de interferir con la transcripcién de STEAP-1, y etcétera, a las
células tumorales diana usando dichos enfoques de terapia génica.

Los enfoques terapéuticos anteriores pueden combinarse con cualquiera de una amplia variedad de regimenes
quirdrgicos, quimioterapéuticos o de radioterapia. Los enfoques terapéuticos de la invencion pueden permitir el uso
de dosificaciones reducidas de quimioterapia (u otras terapias) y/o una administracién menos frecuente, una ventaja
para todos los pacientes y particularmente para aquellos que no toleran bien la toxicidad del agente
quimioterapéutico.

La actividad antitumoral de una composicién particular (por ejemplo, antisentido, ribozima, intracuerpo), o una
combinacion de dichas composiciones, pueden evaluarse usando diversos sistemas de ensayos in vitro e in vivo.
Los ensayos in vitro que evallan la actividad terapéutica incluyen ensayos de crecimiento celular, ensayos en agar
blando y otros ensayos indicativos de actividad promotora tumoral, ensayos de unién capaces de determinar el
grado al cual una composicion terapéutica inhibira la union de STEAP-1 a un compariero de unién, etc.

El efecto de una composicion terapéutica de STEAP-1 puede evaluarse in vivo en un modelo animal adecuado. Por
ejemplo, pueden usarse modelos xenogénicos de cancer de prostata, en los que los explantes de cancer de prostata
o tejidos de xenoinjerto humano sometidos a pases se introducen en animales inmunocomprometidos, tales como
ratones desnudos o SCID (Klein et al., 1997, Nature Medicine 3: 402-408). Por ejemplo, la Solicitud de Patente PCT
WQ098/1662 y la Patente de Estados Unidos 6.107.540 describen diversos modelos de xenoinjerto de cancer de
préstata humano capaces de recapitular el desarrollo de tumores primarios, micrometastasis y la formacién de
metastasis osteoblastica caracteristica del estadio tardio de la enfermedad. La eficacia puede predecirse usando
ensayos que miden la inhibicion de la formacion de tumores, la regresion o metastasis de tumores, y similares.

Los ensayos in vivo que evalian la promocién de la apoptosis son Utiles en la evaluacion de las composiciones
terapéuticas. En una realizacion, los xenoinjertos de ratones portadores de tumor tratados con la composicién
terapéutica pueden examinarse para determinar la presencia de focos apoptéticos y compararse con ratones no
tratados control portadores de xenoinjertos. El grado al cual se encuentran focos apoptéticos en los tumores de los
ratones tratados proporciona una indicacion de la eficacia terapéutica de la composicion.

Las composiciones terapéuticas usadas en la practica de los métodos anteriores pueden formularse en
composiciones farmacéuticas que comprenden un vehiculo adecuado para el método de suministro deseado. Los
vehiculos adecuados incluyen cualquier material que cuando se combina con la composicién terapéutica conserva la
funcion antitumoral de la composicion terapéutica y generalmente es no reactivo con el sistema inmunitario del
paciente. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, cualquiera de una serie de vehiculos farmacéuticos
convencionales tales como soluciones salinas estériles tamponadas con fosfato, agua bacteriostatica, y similares
(véase, en lineas generales, Remington’s Pharmaceutical Sciences 162 Edicion, A. Osal., Ed., 1980).

Las formulaciones terapéuticas pueden solubilizarse y administrarse mediante cualquier via capaz de suministrar la
composicion terapéutica al sitio tumoral. Las vias de administracion posiblemente eficaces incluyen, pero sin
limitacién, la administracion intravenosa, parenteral, intraperitoneal, intramuscular, intratumoral, intradérmica,
intraorganica, ortotépica, y similares. Una formulacién preferida para inyeccién intravenosa comprende la
composicién terapéutica en una solucidon de agua bacteriostatica conservada, agua estéril no conservada, y/o diluida
en bolsas de polivinilcloruro o polietileno que contienen Cloruro Sédico estéril al 0,9 % para Inyeccion, USP. Las
preparaciones de proteina terapéuticas pueden liofilizarse y conservarse como polvos estériles, preferentemente al
vacio, y reconstituirse después en agua bacteriostatica (que contiene por ejemplo, conservante de alcohol bencilico)
0 en agua estéril antes de la inyeccion.

Las dosificaciones y los protocolos de administracién para el tratamiento de canceres usando los métodos anteriores
variaran con el método y el cancer al que se dirigen, y generalmente dependeran de numerosos otros factores
apreciados en la técnica.

XIllL.) Kits/articulos de fabricacion

Para su uso en aplicaciones diagnésticas y terapéuticas descritas en el presente documento, también se
proporcionan kits. Dichos kits pueden comprender un vehiculo, un envase o recipiente que esta compartimentalizado
para recibir uno o mas recipientes, tales como, viales, tubos y similares, comprendiendo cada recipiente (o
recipientes) uno de los elementos distintos a usar en el método. Por ejemplo, el recipiente (o recipientes) puede
comprender una sonda que esta marcada o que puede marcarse de manera detectable. Dicha sonda puede ser un
anticuerpo o un polinucleétido especifico para una proteina relacionada con las de la Figura 2 o un gen o mensajero
de la Figura 2, respectivamente. Cuando el método utiliza la hibridacion de acidos nucleicos para detectar el acido

53



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2537074 T3

nucleico diana, el kit también puede tener recipientes que contengan uno o mas nucleétidos para la amplificacién de
la secuencia de acidos nucleicos diana y/o un recipiente que comprenda medios indicadores, tales como una
proteina de unién a biotina, tal como avidina o estreptavidina, unida a una molécula indicadora, tal como un
marcador enzimatico, fluorescente o radioisotépico. El kit puede incluir toda o parte de las secuencias de
aminodcidos de la Figura 2 o Figura 3 o0 analogos de las mismas, o moléculas de &cido nucleico que codifican dichas
secuencias de aminoacidos.

Un kit puede comprender normalmente el recipiente anteriormente descrito y uno 0 mas recipientes distintos que
comprenden materiales deseables desde un punto de vista comercial y del usuario, que incluyen tampones,
diluyentes, filtros, agujas, jeringuillas; vehiculo, envase, recipiente, etiquetas para viales y/o tubos que enumeran el
contenido y/o instrucciones para su uso, y prospectos con instrucciones para su uso.

En el recipiente puede haber un marcador para indicar que la composicidén se usa para una terapia especifica o una
aplicacién no terapéutica, tal como una aplicacién diagnéstica o de laboratorio, y también puede indicar las
direcciones bien para el uso in vivo o in vitro, tales como aquellas que se describen en el presente documento. Las
direcciones u otra informacién también pueden incluirse en uno o mas prospectos incluidos con o en el kit.

El término “kit” y la expresion “articulo de fabricacion” pueden usarse como sindnimos.

Se proporciona uno o mas articulos de fabricacién que contienen composiciones, tales como una o mas secuencias
de aminoacidos, una o mas moléculas pequefias, una o mas secuencias de acidos nucleicos, y/o uno o mas
anticuerpos, por ejemplo, materiales Utiles para el diagndstico, prondéstico, profilaxis y/o tratamiento de neoplasias de
tejidos tales como los expuestos en la Tabla I. El articulo de fabricacion comprende normalmente al menos un
recipiente y al menos un marcador. Los recipientes adecuados incluyen, por ejemplo, frascos, viales, jeringuillas, y
tubos de ensayo. Los recipientes pueden estar formados de varios materiales tales como vidrio o plastico. El
recipiente puede contener una o0 mas secuencias de aminoacidos, una 0 mas moléculas pequenas, una 0 mas
secuencias de &cidos nucleicos, y/o uno 0 mas anticuerpos. El recipiente puede contener un polinucleétido para su
uso en el examen del perfil de expresion de ARNm de una célula, junto con reactivos usados para esta finalidad.

El recipiente puede, como alternativa, contener una composiciéon que sea eficaz para el tratamiento, diagnostico,
pronostico o profilaxis de una afeccion y puede tener un puerto de acceso estéril (por ejemplo el recipiente puede ser
una bolsa con solucién intravenosa o un vial que tiene un tapén perforable mediante una aguja de inyeccion
hipodérmica). Los agentes activos en la composicién pueden ser un anticuerpo capaz de unirse especificamente a
STEAP-1 y modular la funcién de STEAP-1.

El marcador puede estar sobre el recipiente, o asociado al mismo. Un marcador puede estar en un recipiente donde
las letras, nUmeros u otros caracteres que forman el marcador estan moldeadas o grabadas en el propio recipiente;
un marcador puede asociarse con un recipiente cuando esta presente en un receptaculo o vehiculo que también
contiene el recipiente, por ejemplo, como un prospecto. El marcador puede indicar que la composicién se usa para el
diagnéstico, tratamiento, profilaxis o pronéstico de una afeccion, tal como una neoplasia de un tejido tal como se
expone en la Tabla 1. El articulo de fabricacidon puede comprender adicionalmente un segundo recipiente que
comprende un tampén farmacéuticamente aceptable, tal como solucién salina tamponada con fosfato, solucion de
Ringer y/o solucion de dextrosa. Este puede contener adicionalmente otros materiales deseables desde un punto de
vista comercial y del usuario, incluyendo otros tampones, diluyentes, filtros, agitadores, agujas, jeringuillas, y/o
prospectos con indicaciones y/o instrucciones para su uso.

Ejemplos:

Diversos aspectos de la invencién se describen y se ilustran adicionalmente a modo de diversos ejemplos indicados
a continuacion, sin pretender ninguno de estos aspectos limitar en ambito de la invencion.

Ejemplo 1: aislamiento del fragmento de ADNc del gen de STEAP generado por HSS

Materiales y métodos

Xenoinjertos de LAPC:

Los xenoinjertos de LAPC se obtuvieron a través del Dr. Charles Sawyers (UCLA) y generaron tal como se describe
(Klein et al, 1997, Nature Med. 3: 402-408; Craft et al, 1999, Cancer Res. 59: 5030-5036). Se desarrollaron
xenoinjertos de LAPC-4 dependientes e independientes de androgenos (LAPC-4 AD y Al, respectivamente) y los
xenoinjertos de LAPC-9 (LAPC-9 AD y Al, respectivamente) en machos de ratones SCID intactos o en machos
castrados, respectivamente, y se transfirieron como trozos tisulares de pequefio tamafio a machos receptores. Los
xenoinjertos de LAPC-4 Al se obtuvieron de tumores LAPC-4 AD y los xenoinjertos de LAPC-9 Al se obtuvieron de
tumores LAPC-9 AD. Para generar los xenoinjertos Al, los machos que portaban tumores LAPC AD se castraron y
se mantuvieron durante 2-3 meses. Después de que los tumores LAPC volvieran a desarrollarse, los tumores se
recogieron y se transfirieron a ratones macho castrados o a hembras SCID.
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Los xenoinjertos de LAPC-4 AD se desarrollaron intratibialmente del siguiente modo. El tejido tumoral del xenoinjerto
de LAPC-4 AD que desarrollado subcutaneamente se picd en secciones de 1-2 mm?® a la vez que el tejido se bafd
en medio Iscoves 1X, después el tejido picado se centrifugd a 1,3 K rpm durante 4 minutos, el sobrenadante se
resuspendié en 10 ml de medio Iscoves 1X enfriado en hielo y se centrifugé a 1,3K rpm durante 4 minutos. El
sedimento se resuspendid después en Iscoves 1X con pronasa E al 1 % y se incubd durante 20 minutos a
temperatura ambiente con agitacién en balanceo suave seguido de incubacion en hielo durante 2-4 minutos. El
filtrado se centrifugd a 1,3 K rpm durante 4 minutos, y la pronasa se retird del sedimento aspirado volviendo a
suspender en 10 ml de Iscoves y re-centrifugando. Los grupos de células se sembraron después en placas en medio
PrEGM vy crecieron durante toda la noche. Después, las células se recogieron, se filtraron, se lavaron con RPMI 2X
y se contaron. Se mezclaron aproximadamente 50.000 células con el mismo volumen de Matrigel enfriado en hielo, y
se inyectaron quirirgicamente en la metéfisis tibial proximal de los ratones SCID por medio de una aguja de calibre
27. Después de 10-12 semanas, se recuperaron los tumores LAPC-4 que se desarrollaban en médula ésea.

Lineas celulares y tejidos:

Las lineas celulares humanas (por ejemplo, HelLa) se obtuvieron en la ATCC y se mantuvieron en DMEM con suero
fetal de ternero al 5 %. Los tejidos humanos para el andlisis de ARN y de proteinas se obtuvieron en el Human
Tissue Resource Center (HTRC) en la UCLA (Los Angeles, CA) y en QualTek, Inc. (Santa Barbara, CA).

Aislamiento de ARN:

Los tejidos tumorales y las lineas celulares se homogeneizaron en reactivo Trizol (Life Technologies, Gibco BRL)
usando 10 ml/g de tejido o 10 ml/1 0° células para aislar ARN total. La poli A del ARN se purificé del ARN total
usando los kits Mini y Midi de Oligotex de Qiagen. El ARN total y el ARNm se cuantificaron mediante analisis
espectrofotométrico (D.O. 260/280 nm) y se analizaron por electroforesis en gel.

Oligonucledtidos:
Se usaron los siguientes oligonucleétidos purificados por HPLC.

DPNCDN (cebador de sintesis de ADNc):

5TTTTGATCAAGCTT303’ (SEC ID N°: 48)

Adaptador 1:

5'CTAATACGACTCACTATAGGGCTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGS' (SEC ID N2: 49)
3'GCCCCGTCCTAGS' (SEC ID N2: 50)

Adaptador 2:

5’GTAATACGACTCACTATAGGGCAGCGTGGTCGCGGCCGAGS3’ (SEC ID N2: 51)
3'CGGCTCCTAGS’ (SEC ID Ne: 52)

Cebador 1 de PCR:

5’'CTAATACGACTCACTATAGGGCS’ (SEC ID N¢: 53)

Cebador anidado (NP)1:

5TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGAS (SEC ID N2: 54)

Cebador anidado (NP)2:

5AGCGTGGTCGCGGCCGAGGAS’ (SEC ID Ne: 55)

Hibridacién sustractiva por supresién

La Hibridacién Sustractiva por Supresion (HSS) se usé para identificar los ADNc correspondientes a genes, que
podian estar regulados positivamente en cancer de prostata dependiente de andrégenos en comparacién con
hiperplasia prostatica benigna (HPB).

Los ADNCc bicatenarios correspondientes al xenoinjerto de LAPC-4 AD (medidor) y el tejido de HPB (controlador) se

sintetizaron de 2 pg de poli(A)+ ARN aislado de xenoinjerto y de tejido de HPB, como se describe anteriormente,
usando el Kit de Sustraccion de ADNc PCR- Select de CLONTECH y 1 ng de oligonucleétido RSACDN como
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cebador. La sintesis de la primera y segunda cadena se llevé a cabo como se describe en el protocolo del manual
del usuario del Kit (Protocolo CLONTECH N® PT1117-1, N° de Catalogo K1804-1). El ADNc resultante se someti6 a
digestion con Rsa | durante 3 horas a 37 °C. EI ADNc digerido se extrajo con fenol/cloroformo (1:1) y se precipitd con
etanol.

El ADNc controlador (HPB) se generé combinando, en una relacién de 4 a 1, el ADNc de HPB digerido con Rsa |
con ADNc digerido de higado de ratén, para garantizar la sustraccion de los genes murinos del ADNc medidor
(LAPC-4 AD).

El ADNc medidor (LAPC-4 AD) se genero diluyendo 1 ul de ADNc de LAPC-4 AD digerido con Rsa | (400 ng) en 5 pl
de agua. El ADNc diluido (2 pl 160 ng) se ligdb después con 2 ul de adaptador 1 y adaptador 2 (10 uM), en
reacciones de ligamiento distintas, en un volumen total de 10 ul a 16 °C durante toda la noche, usando 400 u de
ADN ligasa de T4 (CLONTECH). El ligamiento finaliz6 con 1 ul de EDTA 0,2 M y calentando a 72 °C durante 5
minutos.

La primera hibridacién se realiz6 afadiendo 1,5 ul (600 ng) de ADNc controlador a cada uno de los dos tubos que
contenian 1,5 ul (20 ng) de ADNc medidor ligado con adaptador 1 y adaptador 2. En un volumen final de 4 ul, las
muestras se cubrieron con aceite mineral, se desnaturalizaron en un termociclador MJ Research a 98 °C durante 1,5
minutos, y después se permiti6 su hibridacion durante 8 horas a 68 °C. Las dos hibridaciones se mezclaron después
junto con 1 ul adicional de ADNc controlador desnaturalizado reciente y se permitié su hibridaciéon durante toda la
noche a 68 °C. La segunda hibridacién se diluyé después en 200 ul de Hepes 20 mM, pH 8,3, NaCl 50 mM, EDTA
0,2 mM, se calent6 a 70 °C durante 7 minutos y se conservo a -20 °C.

Amplificacién por PCR, clonacién y secuenciacién de los fragmentos génicos generados de la HSS:

Para amplificar los fragmentos génicos resultantes de las reacciones HSS, se realizaron dos amplificaciones por
PCR. En la reaccion de PCR primaria, se afadié 1 ul de la mezcla de hibridacion final diluida a 1 ul de cebador 1 de
PCR (10 uM), 0,5 ul de mezcla de dNTP (10 uM), 2,5 ul de tampédn de reaccion 10 x (CLONTECH) y 0,5 ul de
Mezcla de ADNc polimerasa Advantage 50 x (CLONTECH) en un volumen final de 25 pul. La PCR 1 se llevé acabo
usando las siguientes condiciones: 75 °C durante 5 minutos., 94 °C durante 25 segundos., después 27 ciclos de 94
°C durante 10 segundos, 66 °C durante 30 segundos, 72 °C durante 1,5 minutos. Se realizaron cinco reacciones de
PCR primarias para cada experimento. Los productos se agruparon y se diluyeron con agua a una relacién de 1:10.
Para la reaccion de PCR secundaria, se afadi6 1 ul de la reaccién de PCR primaria agrupada y diluida a la misma
mezcla de reaccion que se uso para la PCR 1, excepto que se usaron los cebadores NP1 y NP2 (10 uM) en lugar
del cebador 1 de la PCR. La PCR 2 se realiz6 usando 10-12 ciclos de 94 °C durante 10 segundos, 68 °C durante 30
segundos, 72 °C durante 1,5 minutos. Los productos de la PCR se analizaron usando electroforesis en gel de
agarosa al 2 %.

Los productos de la PCR se insertaron en pCR2.1 usando el kit de clonacién de vectores T/A (Invitrogen). Las E. coli
transformadas se sometieron a seleccién con azul/blanco y ampicilina. Las colonias blancas se escogieron y se
dispusieron en placas de 96 pocillos y se cultivaron en cultivo liquido durante toda la noche. Para identificar los
insertos, se realizé6 amplificacién por PCR en 1 ml de cultivo bacteriano usando las condiciones de la PCR1 y NP1y
NP2 como cebadores. Los productos de la PCR se analizaron usando electroforesis en gel de agarosa al 2 %.

Los clones bacterianos se conservaron en glicerol al 20 % en un formato de 96 pocillos. EI ADN plasmidico se
prepard, se secuencid, y se sometié a busquedas de homologia de acidos nucleicos de las bases de datos del
GenBank, dbEST y NCI-CGAP.

Andlisis de expresiéon por RT-PCR:

La primera cadena de los ADNc se gener6 a partir de 1 ug de ARNm con cebadores oligo (dT)12-18 usando el
sistema de Preamplificacion Superscript de Gibco-BRL. Se us6 el protocolo del fabricante y se incluyé una
incubacién durante 50 minutos a 42 °C con transcriptasa inversa seguido de tratamiento con RNasa H a 37 °C
durante 20 minutos. Después de completar la reaccion, se aumenté el volumen hasta 200 pl con agua antes de la
normalizacion. La primera cadena de los ADNc se obtuvo de 16 tejidos humanos normales diferentes de Clontech.

La normalizacién de la primera cadena de los ADNc de multiples tejidos se realiz6 usando los cebadores
5’atatcgccgcegetegtegtcgacaald’ (SEC ID N9: 56) y 5’agccacacgcagctcatigtagaagg 3’ (SEC ID N2: 57) para amplificar la
B-actina. La primera cadena del ADNc (5 pul) se amplificd en un volumen total de 50 pl que contenia cebadores 0,4
uM, cada uno de los dNTP a 0,2 uM, tampén de PCR 1X (Clontech, Tris-HCL 10 mM, MgClz 1,5 mM, KCI 50 mM, pH
8,3) y ADN polimerasa Klentaq 1X (Clontech). Se recogieron cinco pl de la reaccién de PCR a los 18, 20 y 22 ciclos
y se usaron para la electroforesis en gel de agarosa. La PCR se realizdé usando un termociclador MJ Research con
las siguientes condiciones: la desnaturalizacién inicial fue a 94 °C durante 15 segundos, seguido de 18, 20 y 22
ciclos a 94 °C durante 15, 65 °C durante 2 minutos, 72 °C durante 5 segundos. Se llevd a cabo una extension final a
72 °C durante 2 minutos. Después de la electroforesis en gel de agarosa, las intensidades de las bandas de las
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bandas de la -actina de 283 pb de mudiltiples tejidos se compararon por inspeccién visual. Se calcularon los factores
de dilucién para la primera cadena de los ADNc dando como resultado las mismas intensidades de banda de la B-
actina en todos los tejidos después de 22 ciclos de PCR. Se necesitaron tres rondas de normalizaciéon para
conseguir las mismas intensidades de banda en todos los tejidos después de 22 ciclos de PCR.

Para determinar los niveles de expresién del gen de 8P1D4, se analizaron 5 ul de ADNc de la primera cadena
normalizado mediante PCR usando 25, 30 y 35 ciclos de amplificacion usando los siguientes pares de cebadores:

5 ACT TTG ATG ACC AGG ATT GGA 3’ (SEC ID N¢: 58)
5" CAG AAC TTC AGC ACA CAC AGG AAC 3’ (SEC ID Ne¢: 59)

El andlisis de expresidn semicuantitativa se realiz6 comparando los productos de la PCR a numeros de ciclos que
daban intensidades de luz de banda.

Resultados

Se llevaron a cabo varios experimentos de HSS, como se describe anteriormente en Materiales y Métodos, y
condujeron al aislamiento de numerosos clones de fragmentos génicos candidatos. Todos los clones candidatos se
secuenciaron y se sometieron a analisis de homologia contra todas las secuencias en las principales bases de datos
publicas de genes y EST para proporcionar informacién sobre la identidad del gen correspondiente y ayudar a
orientar la decisién de analizar un gen particular para la expresién diferencial. En general, los fragmentos génicos
que no tenian homologia con ninguna secuencia conocida en ninguna de las bases de datos investigadas, y por lo
tanto se consideraba que representaban nuevos genes, asi como los fragmentos génicos que mostraban homologia
con etiquetas de secuencia expresadas (EST, Expressed Sequence Tags) previamente secuenciadas, se
sometieron a analisis de expresion diferencial por RT-PCR y/o analisis de Northern.

Uno de los clones de ADNc, denominado 8P1D4, tenia una longitud de 436 pb y mostr6 homologia con una
secuencia de EST en la base de datos de genes tumorales del NCI-CGAP. El ADNc de longitud completa que
codifica el gen de 8P1D4 se aisl6 posteriormente usando este ADNc y se renombré STEAP-1. La secuencia de
nucleotidos del ADNc de 8P1D4 se corresponde con los restos nucleotidicos 150 a 585 en la secuencia de ADNc de
STEAP-1, tal como se muestra en la FIG. 1A-B. Otro clon, denominado 28P3E1, de 561 pb de longitud mostré
homologia con diversas secuencias de EST en la base de datos de genes tumorales del NCI-CGAP o en otras
bases de datos. Parte de la secuencia de 28P3E1 (356 pb) es idéntica a una EST derivada de tejido fetal humano.
Después de obtener y secuenciar el ADNc de longitud completa de STEAP-1, resulté evidente que este clon también
se correspondia con STEAP-1 (mas especificamente con los 622 restos hasta el extremo 3’ de la secuencia de
nucleétidos de STEAP-1, como se muestra en la FIG. 1).

El analisis de expresioén diferencial por RT-PCR usando cebadores derivados del clon de ADNc de 8P1D4 mostré
que el gen de 8P1D4 (STEAP-1) se expresa a aproximadamente a los mismos niveles en prdstata normal y en los
xenoinjertos de LAPC-4 y LAPC-9. El analisis de expresion por RT-PCR adicional de la primera cadena de los ADNc
de 16 tejidos normales mostré niveles de expresion de 8P1D4 mas altos en préstata. Sustancialmente pudo
detectarse un nivel de expresién mas bajo en diversos otros tejidos normales (es decir, colon, ovario, intestino
delgado, bazo y testiculos) solamente a los 30 ciclos de amplificacién en cerebro, pancreas, colon e intestino
delgado.

Ejemplo 2: aislamiento de ADNc que codifica STEAP-1 de longitud completa

El fragmento génico 8P1D4 de 436 pb del Ejemplo 1) se usé para aislar ADNc adicionales que codificaban el gen
8P1D4/STEAP-1. Brevemente, se exploré una biblioteca de ADNc de prostata humana normal (Clontech) con una
sonda marcada generada a partir de ADNc de 8P1D4 de 436 pb. Uno de los clones positivos, el clon 10, tiene una
longitud de 1195 pb y codifica una proteina de 339 amino&cidos que tiene secuencias de nucleétidos y aminoacidos
codificadas que no portan homologia significativa con ninguno de los genes o proteinas humanos conocidos
(homologia con una Proteina de Lesién Renal de rata recientemente descrita en la Solicitud Internacional
WQ098/53071). La proteina codificada contiene al menos 6 motivos transmembrana previstos lo que implica una
orientacion en la superficie celular (véase la FIG. 1A-B, los motivos transmembrana previstos se indican
subrayados). Estas caracteristicas estructurales condujeron a la denominacion de “STEAP”, por “Antigeno Epitelial
de la Préstata de Seis dominios Transmembrana” (siglas en inglés, Six Transmembrane Epithelial Antigen of The
Prostate)

La identificacion posterior de proteinas “STEAP” adicionales condujo a la re-denominacion del producto génico
8P1D4 como “STEAP-1”. El ADNc de STEAP-1 y las secuencias de aminoacidos codificadas se muestran en la FIG.
2A-Q. El ADNc de STEAP-1 del clon 10 se deposit6 en la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (“ATCC”) (10801
University Blvd., Manassas, VA 20110-2209 EE.UU.) como plasmido 8P1D4 clon 10.1 el 26 de agosto de 1998 con
el Namero de Registro de la ATCC 98849. El ADNc del clon de STEAP-1 puede escindirse del mismo usando doble
digestion con EcoRlI/Xbal (EcoRI en el extremo 5’, Xbal en el extremo 3).

Ejemplo 3: mapeo cromosdmico de STEAP-1
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La localizacion cromosémica puede implicar genes en la patogénesis de enfermedades. Se dispone de diversos
enfoques de mapeo cromosdémico, incluyendo la hibridacion fluorescente in situ (FISH, Fluorescent In Situ
Hybridization), los paneles hibridos de radiacion (HR) de ser humano/hamster (Walter et al., 1994; Nature Genetics
7: 22; Research Genetics, Huntsville Al), los paneles hibridos de células somaticas de ser humano-roedor, tales
como los que estan disponibles en el Instituto Coriell (Camden, New Jersey), y los visores gendmicos que utilizan
homologias BLAST con clones genémicos secuenciados y mapeados (NCBI, Bethesda, Maryland).

STEAP-1 mapea en el cromosoma 7921 usando la secuencia STEAP-1 y la herramienta BLAST del NCBI:
(localizada en la WEB (.ncbi.nlm.nih.gov/genome/seqg/page.cgi?F=HsBlast.htmI&&ORG=Hs)).

Ejemplo 4: analisis de expresion de STEAP-1

La expresion de STEAP-1 en especimenes de pacientes con cancer de estbmago se muestra en la Figura 14. El
ARN se extrajo de estdmago normal (N) y de 10 especimenes diferentes de pacientes con cancer (T) de estémago.
La transferencia de Northern con 10 ug de ARN/carril se explord con la secuencia de STEAP-1. El resultado muestra
fuerte expresion de una STEAP-1 de aproximadamente 1,6 kb en tejidos tumorales de estobmago. El panel inferior
representa tincién con bromuro de etidio de la transferencia que muestra la calidad de las muestras de ARN.

La Figura 15 muestra que STEAP-1 se expres6 en tejidos de pacientes con cancer de recto. El ARN se extrajo de
recto normal (N), de tumores (T) de pacientes con cancer de recto y de metastasis (M) de cancer de recto. Las
transferencias de Northern con 10 ug de ARN total se exploraron con la secuencia de STEAP-1. El resultado
muestra fuerte expresién de STEAP-1 en tejidos de pacientes con cancer de recto. El panel inferior representa
tincién con bromuro de etidio de la transferencia que muestra la calidad de las muestras de ARN.

La expresion de STEAP-1 por RT-PCR demostré que STEAP-1 se expresaba fuertemente en células endoteliales de
vena umbilical humana (HUVEC, siglas en inglés) (Figura 16). Se preparé ADNc de primera cadena de células
HUVEC, de xenoinjertos de cancer de prostata LAPC-4AD y LAPC-9AD, asi como de tejidos de cerebro humano. La
normalizacion se realizd por PCR usando cebadores para la actina y GAPDH. La PCR semicuantitativa, usando
cebadores para STEAP-1, se realizé a 27 y 30 ciclos de amplificacién (Figura 16A). Como un control, se muestra la
PCR usando cebadores para la actina en la figura 16B. Los resultados muestran fuerte expresion de STEAP-1 en
células HUVEC similar a la expresion detectada en tejidos de xenoinjertos de cancer de prostata. La expresion de
STEAP-1 en células HUVEC indica que el direccionamiento de STEAP-1 puede también dirigirse a células
endoteliales de la neovasculatura de los tumores.

Ejemplo 5: variantes transcripcionales de 8P1D4

Las variantes transcripcionales son variantes de ARNm maduro del mismo gen que se producen por transcripcion
alternativa o corte y empalme alternativo. Los transcritos alternativos son transcritos del mismo gen pero comienzan
la transcripcion en puntos diferentes. Las variantes de corte y empalme son variantes de ARNm que se cortan y
empalman de manera diferente del mismo transcrito. En eucariotas, cuando un gen multiexénico se transcribe a
partir de ADN gendmico, el ARN inicial se corta y empalma para producir ARNm funcional, que tiene solamente
exones y se usa para la traduccién en una secuencia de aminoacidos. Por consiguiente, un gen determinado puede
tener de cero a numerosos transcritos alternativos y cada transcrito puede tener de cero a numerosas variantes de
corte y empalme. Cada variante transcripcional esta constituida por un solo exén, y puede tener diferentes porciones
codificantes y/o no codificantes (extremo 5 o 3’), a partir del transcrito original. Las variantes transcripcionales
pueden codificar proteinas similares o diferentes con la misma funciéon o con una funcién similar o pueden codificar
proteinas con funciones diferentes y pueden expresarse en el mismo tejido al mismo tiempo, o en tejidos diferentes
al mismo tiempo, o en el mismo tejido a tiempos diferentes, o en tejidos diferentes a tiempos diferentes. Las
proteinas codificadas por variantes transcripcionales pueden tener localizaciones celulares o extracelulares similares
o diferentes, por ejemplo, secretadas frente a intracelulares.

Las variantes transcripcionales se identifican mediante varios métodos aceptados en la técnica. Por ejemplo, los
transcritos alternativos y las variantes de corte y empalme se identifican mediante experimentos de clonacion de
longitud completa, o mediante el uso de transcritos de longitud completa y secuencias de EST. En primer lugar,
todas las EST humanas se agruparon en grupos que mostraban identidad directa o indirecta entre si. En segundo
lugar, las EST del mismo grupo se agruparon posteriormente en sub-grupos y se ensamblaron en una secuencia
consenso. La secuencia génica original se compara con una 0 mas secuencias consenso u otras secuencias de
longitud completa. Cada secuencia consenso es una posible variante de corte y empalme para ese gen (véase, por
ejemplo, Kan, Z., et al., Gene structure prediction and alternative splicing analisis using genomically aligned ESTs,
Genome Research, mayor de 2001, 11(5): 889-900). Incluso cuando se identifica una variante que no es un clon de
longitud completa, esa porcion de la variante es muy Util para la generaciéon de antigenos y para la clonacion
adicional de la variante de corte y empalme de longitud completa, usando técnicas conocidas en la materia.

Ademas, en la técnica se dispone de programas informaticos que identifican variantes transcripcionales basandose
en secuencias genémicas. Los programas de identificacién de variantes transcripcionales basados en el genoma
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incluyen FgenesH (A. Salamov y V. Solovyev, “Ab initio gene finding in Drosophila genomic DNA”, Genome
Research. 1 de abril de 2000; 10(4): 516-22); Grail (URL comp-bio.ornl.gov/Grail-bin/EmptyGrailForm) y GenScan
(URL genes.mit.edu/GENSCAN.html). Para un andlisis general de protocolos de identificacion de variantes de corte
y empalme, véase, por ejemplo, Southan, C., A genomic perspective on human proteases, FEBS Lett. 8 de junio de
2001; 498(2-3): 214-8; de Souza, S.J., et al., ldentification of human chromosome 22 transcribed sequences with
ORF expressed sequence tags, Proc. Natl Acad Sci USA 7 de noviembre de 2000; 97(23): 12690-3.

Para confirmar adicionalmente los parametros de una variante transcripcional, se dispone de diversas técnicas en la
materia, tales como la clonacién de longitud completa, la validaciéon protedmica, la validacion basada en PCR, y la
validacion RACE 5’, etc. (véase, por ejemplo, Proteomic Validation: Brennan, S.O., et al., Albumin banks peninsula: a
new termination variant characterized by electrospray mass spectrometry, Biochem Biophys Acta. 17 d agosto de
1999; 1433(1-2): 321-6; Ferranti P, et al., Differential splicing of pre-messenger RNA produces multiple forms of
mature caprine alpha(sl)-casein, Eur J Biochem. 1 de octubre de 1997; 249(1): 1-7. For PCR-based Validation:
Wellmann S, et al., Specific reverse transcription-PCR quantification of vascular endothelial growth factor (VEGF)
splice variants by LightCycler technology, Clin Chem. Abril 2001; 47(4):654-60; Jia, H.P., et al., Discovery of new
human beta-defensins using a genomics-based approach, Gene. 24 de enero de 2001; 263(1-2): 211-8. Para la
validacién basada en PCR y RACE 5’: Brigle, K. E., et al., Organization of the murine reduced folate carrier gene and
identification of variant splice forms, Biochem Biophys Acta. 7 de agosto de 1997; 1353(2): 191-8).

En la técnica se sabe que en los canceres, las regiones gendémicas estan moduladas. Cuando la region gendémica en
la que se mapea un gen estd modulada en un cancer particular, los transcritos alternativos o variantes de corte y
empalme del gen se modulan también. En el presente documento se divulga que 8P1D4 tiene un perfil de expresion
particular relacionado con céncer. Los transcritos alternativos y las variantes de corte y empalme de 8P1D4 también
pueden estar implicados en canceres en los mismos tejidos o en tejidos diferentes, sirviendo por lo tanto como
marcadores/antigenos asociados a tumores.

La composicién exoénica del transcrito original, denominado 8P1D4 v.1, se muestra en la Tabla LXI. Usando el gen
de longitud completa y las secuencias de EST, se identificaron dos variantes transcripcionales, denominadas 8P1D4
v.2 y v.3. En comparacion con 8P1D4 v.1, la variante transcripcional 8P1D4 v.2 no corté ni empalmo el intrén 4 de
8P1D4 v.1 y la variante 8P1D4 v.3 corté y empalmé un exén adicional del intron 4 del 8P1D4 v.1, tal como se
muestra en la Figura 11. Te6ricamente, cada combinacién diferente de exones en orden espacial, por ejemplo,
exones 2y 3, es una posible variante de corte y empalme. La Figura 11 muestra el alineamiento esquematico de los
exones de las variantes transcripcionales.

Las Tablas LIl a LX se exponen en una variante mediante bases de variante. Las Tablas LIl y LVII muestran la
secuencia de nucledtidos de las variantes transcripcionales. La Tabla LIV muestra el alineamiento de la variante
transcripcional con la secuencia de &acidos nucleicos de 8P1D4 v.1. La Tabla LVIII muestra el alineamiento de la
variante transcripcional con la secuencia de acidos nucleicos de 8P1D4 v.2. Las Tablas LV y LIX presentan la
traduccion de aminoacidos de la variante transcripcional para la orientacion de fase de lectura identificada. La Tabla
LVI muestra el alineamiento de la secuencia de aminoacidos codificada por la variante de corte y empalme con la de
8P1D4 v.1. La Tabla LX muestra el alineamiento de la secuencia de aminoacidos codificada por la variante de corte
y empalme con la de 8P1D4 v.2.

Ejemplo 6: polimorfismos mononucleotidicos de 8P1D4

Un polimorfismo mononucleotidico (SNP, Single Nucleotide Polymorphism) es una variacion de un solo par de bases
en una secuencia de nucleétidos en una localizacién especifica. En cualquier punto dado del genoma, hay cuatro
posibles pares de bases de nuclettidos: A/T, C/G, G/C y T/A. Genotipo se refiere a la secuencia especifica de pares
de bases de una o0 mas localizaciones en el genoma de un individuo. Haplotipo se refiere a la secuencia de pares de
bases de mas de una localizacién en la misma molécula de ADN (o en el mismo cromosoma en organismos
superiores), a menudo en el contexto de un gen o en el contexto de diversos genes estrechamente relacionados.
Los SNP que se producen en un ADNc se denominan SNPc. Estos SNPc pueden cambiar aminoacidos de la
proteina codificada por el gen y por lo tanto cambian las funciones de la proteina. Algunos SNP causan
enfermedades hereditarias; otros contribuyen a variaciones cuantitativas en el fenotipo y a reacciones contra
factores ambientales, incluyendo la dieta y los farmacos entre individuos. Por lo tanto, los SNP y/o combinaciones de
alelos (denominados haplotipos) tienen numerosas implicaciones, incluyendo el diagnéstico de enfermedades
hereditarias, determinaciéon de reacciones y dosificacién de farmacos, identificacion de genes responsables de
enfermedades y andlisis de la relacién genética entre individuos (P. Nowotny, J. M. Kwon y A. M. Goate, “SNP
analysis to dissect human traits,” Curr. Opin. Neurobiol. Octubre de 2001; 11(5): 637-641; M. Pirmohamed y B. K.
Park, “Genetic susceptibility to adverse drug reactions”, Trends Pharmacol. Sci. Junio de 2001; 22(6): 298-305; J. H.
Riley, C. J. Allan, E. Lai y A. Roses, “The use of single nucleotide polymorphisms in the isolation of common disease
genes”, Pharmacogenomics. Febrero de 2000; 1(1): 39-47; R. Judson, J. C. Stephens y A. Windemuth, “The
predictive power of haplotypes in clinical response”, Pharmacogenomics. Febrero de 2000.; 1(1):15-26).

Los SNP se identifican mediante varios métodos aceptados en la técnica (P. Bean, “The promising voyage of SNP
target discovery”, Am. Clin. Lab. Octubre y noviembre de 2001; 20(9): 18-20; K. M. Weiss, “In search of human
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variation”, Genome Res. Julio de 1998; 8(7): 691-697; M. M. She, “Enabling large-scale pharmacogenetic studies by
high-throughput mutation detection and genotyping technologies” Clin. Chem. Febrero 2001; 47(2): 164-172). Por
ejemplo, los SNP se identifican secuenciando fragmentos de ADN que muestran polimorfismo mediante métodos
basados en gel, tales como polimorfismos en la longitud de fragmentos de restriccién (RFLP, siglas en inglés) y
electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante (DGGE, siglas en inglés). Estos también pueden descubrirse por
secuenciacion directa de muestras de ADN agrupadas de individuos diferentes o por comparacién de secuencias de
muestras de ADN diferentes. Con la rapida acumulacién de datos de secuencias en bases de datos publicas y
privadas, los SNP pueden descubrirse por comparacién de secuencias usando programas informaticos (Z. Gu, L.
Hillier y P. Y. Kwok, “Single nucleotide polymorphism hunting in cyberspace”, Hum. Mutat. 1998; 12(4):221-225). Los
SNP pueden verificarse y el genotipo y haplotipo de un individuo puede determinarse mediante varios métodos que
incluyen la secuenciacién directa y las micromatrices de alto rendimiento (P. Y. Kwok, “Methods for genotyping
single nucleotide polymorphisms”, Annu. Rev. Genomics Hum. Genet. 2001; 2: 235-258; M. Kokoris, K. Dix, K.
Moynihan, J. Mathis, B. Erwin, P. Grass, B. Hines y A. Duesterhoeft, “High-throughput SNP genotyping with the
Masscode system”, Mol. Diagn. Diciembre de 2000; 5(4): 329-340).

Usando los métodos descritos anteriormente, se identificaron catorce SNP en el transcrito del clon GTH9,
denominado 8P1D4 v.2, en las posiciones 602 (C/G), 386 (C/T), 1087 (T/G), 1447 (T/C), 1621 (A/T), 1625 (G/T),
1716 (C/A), 2358 (C/T), 2646 (T/G), 2859 (T/G), 2908 (A/T), 3006 (G/C), 3107 (C/T) y 3180 (A/T). Los transcritos o
proteinas con alelos alternativos se denominaron como variantes 8P1D4 v.4, v.5, v.6, v.7, v.8, v.9, v.10, v.11, v.12,
v.13, v.14, v.15, v.16 y v.17, respectivamente. La Figura 10 muestra el alineamiento esquematico de las variantes de
SNP. La Figura 12 muestra el alineamiento esquematico de las variantes de proteinas, que corresponden a
variantes de nucleotidos. Estos alelos de los SNP, a pesar de que se muestran por separado en el presente
documento, pueden ocurrir en diferentes combinaciones (haplotipos) y en una cualquiera de las variantes
transcripcionales (tales como 8P1D4 v.1 y v.3) que contienen el contexto de la secuencia de los SNP. Por ejemplo,
en los dos primeros SNP también estaban en 8P1D4 v.3 en las mismas posiciones, pero en la posicién 572 y 356,
respectivamente, en 8P1D4 v.1.

Ejemplo 7: produccion de 8P1D4 recombinante en sistemas procariotas

Para expresar el 8P1D4 recombinante y las variantes de 8P1D4 en células procariotas, se clonan las secuencias de
ADNc de longitud completa o parcial de 8P1D4 y de la variante de 8P1D4 en uno cualquiera de varios vectores de
expresion conocidos en la técnica. Se usa la secuencia de ADNc de longitud completa o cualquiera de 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 0 mas aminoacidos contiguos de 8P1D4,
variantes, o analogos de la misma.

A. Construcciones de transcripcion y traduccion in vitro:

pCRII: para generar sondas de ARN de 8P1D4 en sentido y antisentido para investigaciones de ARN in situ, se
generan construcciones de pCRII (Invitrogen, Carlsbad CA) que codifican bien todo el ADNc o fragmentos de ADNc
de 8P1D4. El vector pCRil tiene los promotores Sp6 y T7 flanqueando el inserto para dirigir la transcripcion del ARN
de 8P1D4 para el uso como sondas en experimentos de hibridacién in situ de ARN. Estas sondas se usan para
analizar la expresion en células y tejidos de 8P1D4 a nivel de ARN. EI ARN de 8P1D4 trascrito que representa la
region codificante de aminoacidos del ADNc del gen 8P1D4 se usa en sistemas de traduccién in vitro tales como el
Sistema Acoplado Reticulolisado ™nT" (Promega, Corp., Madison, WI) para sintetizar la proteina 8P1D4.

B. Construcciones bacterianas:

Construcciones pGEX: para generar proteinas 8P1D4 recombinantes en bacterias que se fusionan con la proteina
de Gilutatiin S-transferasa (GST), todo o partes del ADNc de 8P1D4 o sus variantes se clonan en el vector de fusion
GST de la familia pGEX (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ). Estas construcciones permiten la
expresion controlada de secuencias de proteina 8P1D4 recombinante con GST fusionada en el extremo amino y un
epitopo de seis histidinas (6X His) en el extremo carboxilo. Las etiquetas 6X His y GST permiten la purificacion de la
proteina de fusién recombinante de bacterias inducidas con la matriz de afinidad apropiada y permiten el
reconocimiento de la proteina de fusién con anticuerpos anti-GST y anti-His. La etiqueta 6X His se genera por
adicion de 6 codones de histidina en el cebador de clonacién en el extremo 3’, por ejemplo, la fase de lectura abierta
(ORF, siglas en inglés). Puede emplearse un sitio de escision proteolitica, tal como el sitio de reconocimiento
PreScission = en pGEX-6P-1, de tal manera que permita la escision de la etiqueta GST de la proteina relacionada
con 8P1D4. El gen de resistencia a ampicilina y el origen de pBR322 permite la selecciéon y el mantenimiento de los
plasmidos pGEX en E. coli.

Construcciones pMAL: para generar, en bacterias, proteinas 8P1D4 recombinantes que estan fusionadas con la
proteina de unién a maltosa (MBP, siglas en inglés), toda o partes de la secuencia codificante de la proteina del
ADNc de 8P1D4 se fusiona con el gen de MBP mediante clonacion en los vectores pMAL-c2X y pMAL-p2X (New
England Biolabs, Beverly, MA). Estas construcciones permiten la expresion controlada de secuencias de proteina
8P1D4 recombinante con MBP fusionada en el extremo amino y una etiqueta epitépica 6X His en el extremo
carboxilo. Las etiquetas MBP y 6X His permiten la purificacion de la proteina recombinante de las bacterias
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inducidas con la matriz de afinidad apropiada y permiten el reconocimiento de la proteina de fusién con anticuerpos
anti-MBP y anti-His. La etiqueta epitépica 6X His se genera por adicion de 6 codones de histidina en el cebador de
clonacion en el extremo 3. Un sito de reconocimiento del Factor Xa permite la escisién de la etiqueta pMAL de
8P1D4. Los vectores pMAL-c2X y pMAL-p2X se optimizan para expresar la proteina recombinante en el citoplasma
o periplasma respectivamente. La expresion en el periplasma potencia el plegamiento de las proteinas con enlaces
disulfuro.

Construcciones pET: para expresar 8P1D4 en células bacterianas, toda o partes de la secuencia codificante de la
proteina del ADNc de 8P1D4 se clona en la familia de vectores pET (Novagen, Madison, WI). Estos vectores
permiten la expresion fuertemente controlada de la proteina 8P1D4 recombinante en bacterias con o sin fusion a
proteinas que potencian la solubilidad, tales como NusA y tiorredoxina (Trx), y etiquetas epitdpicas, tales como 6X
His y S-Tag™ que ayudan a la purificacién y a la deteccién de la proteina recombinante. Por ejemplo, las
construcciones se preparan utilizando el sistema de fusion pET NusA 43.1 de modo que las regiones de la proteina
8P1D4 se expresan como fusiones amino-terminales a NusA.

C. Construcciones en levaduras:

Construcciones pESC: para expresar 8P1D4 en la especie de levadura Saccharomyces cerevisiae para la
generacioén de proteina recombinante y estudios funcionales, toda o partes de la secuencia codificante de la proteina
del ADNc de 8P1D4 se clona en la familia de vectores pESC, conteniendo cada uno de ellos de 1 a 4 marcadores de
seleccién, HIS3, TRP1, LEU2 y URA3 (Stratagene, La Jolla, CA). Estos vectores permiten la expresién controlada
del mismo plasmido de hasta 2 genes o secuencias clonadas diferentes que contienen etiquetas epitdpicas Flag o]
Myc en la misma célula de levadura. Este sistema es Util para confirmar interacciones proteina-proteina de 8P1D4.
Ademas, la expresion en levaduras produce modificaciones postraduccionales similares, tales como glucosilaciones
y fosforilaciones, a las que se encuentran cuando se expresan en células eucariotas.

Construcciones pESP: para expresar 8P1D4 en la especie de levadura Saccharomyces pombe, toda o partes de la
secuencia codificante de la proteina de ADNc de 8P1D4 se clona en la familia de vectores pESP. Estos vectores
permiten un alto nivel de expresion controlado de una secuencia de la proteina 8P1D4 que se fusiona en el extremo
amino o en eI extremo carboxilo con GST que ayuda a la purificaciéon de la proteina recomblnante Una etiqueta
epitdpica Flag permite la detencién de la proteina recombinante con un anticuerpo anti- Flag .

Ejemplo 8: produccion de STEAP-1 recombinante en sistemas eucariotas

A. Construcciones en mamiferos:

Para expresar STEAP-1 en células eucariotas, las secuencias de ADNc de STEAP-1 de longitud completa o parcial
pueden clonarse en uno cualquiera de varios vectores de expresion conocidos en la técnica. Una o mas de las
siguientes regiones de STEAP-1 se expresan en estas construcciones, los aminoacidos 1 a 339 de STEAP-1 v.1,
v.4, los aminoacidos 1 a 258 de v.2, los aminoacidos 1 a 282 de v.3, o cualquiera de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18,19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47,
48, 49, 50 o mas aminoacidos contiguos de STEAP-1, variantes o analogos de la misma. Puede expresarse una
region de una variante especifica de STEAP-1 que codifica un aminoacido en una posicién especifica que se
diferencia del aminoacido de cualquier otra variante encontrada en esa posicién. Como alternativa, puede
expresarse una region de una variante de STEAP-1 que se encuentra parcial o completamente dentro de una
secuencia que es Unica para esa variante.

Las construcciones pueden transfectarse en una cualquiera de una amplia variedad de células de mamiferos tales
como células 293T. Los lisados de células 293T transfectadas pueden explorarse con el suero policlonal anti-
STEAP-1, descrito en el presente documento.

Construcciones pcDNA4/HisMax: para expresar STEAP-1 en células de mamifero, una ORF de STEAP-1, o
porciones de la misma, de STEAP-1 se cloné en pcDNA4/HisMax Versién A (Invitrogen, Carlsbad, CA). La expresién
de la proteina se dirige desde el promotor de cﬂomegalowrus (CMV) vy el potenciador transcripcional SP16. La
proteina recombinante tiene etiquetas epitdpicas Xpress y de seis histidinas (6X His) fusionadas al extremo amino.
El vector pcDNA4/HisMax también contiene la sefial de poliadenilacion de la hormona de crecimiento bovina (BGH)
y la secuencia de terminacién de la transcripcidon para potenciar la estabilidad del ARNm junto con el origen SV40
para la replicacion episomal y el rescate simple del vector en lineas celulares que expresan el antigeno T grande. El
gen de resistencia a zeocina permite la seleccion de células de mamifero que expresan la proteina y el gen de
resistencia a ampicilina y el origen de ColE1 permiten la seleccion y el mantenimiento del plasmido en E. coli.

Construcciones pcDNA3.1/MycHis: para expresar STEAP-1 en células de mamifero, una ORF de STEAP-1, o
porciones de la misma, de STEAP-1, con un sitio de inicio de la traduccion Kozak consenso, se cloné en
pcDNAS.1/MycHis Version A (Invitrogen, Carlsbad, CA). La expresidn de la proteina se dirige desde el promotor de
citomegalovirus (CMV). Las proteinas recombinantes tienen el epitopo myc y el epitopo 6X His fusionados al
extremo carboxilo. El vector pcDNA3.1/MycHis también contiene la sefial de poliadenilacién de la hormona de
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crecimiento bovina (BGH) y la secuencia de terminacion de la transcripcion para potenciar la estabilidad del ARNm,
junto con el origen SV40 para la replicacion episomal y el rescate simple del vector en lineas celulares que expresan
el antigeno T grande. Se usé el gen de resistencia a Neomicina ya que permite la seleccién de células de mamifero
que expresan la proteina y el gen de resistencia a ampicilina y el origen de ColE1 permiten la seleccién y el
mantenimiento del plasmido en E. coli.

Construccion pcDNA3.1/CT-GFP-TOPO: para expresar STEAP-1 en células de mamifero y permitir la deteccion de
las proteinas recombinantes usando fluorescencia, se cloné una ORF de STEAP-1, o porciones de la misma, con un
sitio de inicio de transducciéon Kozak consenso, en pcDNAS3.1/CT-GFP-TOPO (Invitrogen, CA). La expresién de la
proteina se dirige desde el promotor de citomegalovirus (CMV). Las proteinas recombinantes tienen la Proteina
Verde Fluorescente (GFP) fusionada con el extremo carboxilo facilitando la deteccién in vivo y la realizaciéon de
estudios de biologia celular, no invasivos. El vector pcDNA3.1CT-GFP-TOPO también contiene la sefnal de
poliadenilacién de la hormona de crecimiento bovina (BGH) y la secuencia de terminacién de la transcripciéon para
potenciar la estabilidad del ARNm junto con el origen del SV40 para la replicacion episomal y el rescate simple del
vector en lineas celulares que expresan el antigeno T grande. El gen de resistencia a neomicina permite la seleccién
de células de mamifero que expresan la proteina, y el gen de resistencia a ampicilina y el origen de ColE1 permiten
la seleccion y mantenimiento del plasmido en E. coli. Se preparan construcciones adicionales con una fusion GFP
amino-terminal en pcDNA3.1/NT-GFP-TOPO abarcando la longitud completa de una proteina STEAP-1.

PAPtag: una ORF de STEAP-1, o porciones de la misma, se clond en un pAPtag-5 (GenHunter Corp. Nashville,
TN). Esta construccion genera una fusion con la fosfatasa alcalina en el extremo carboxilo de una proteina STEAP-1
al mismo tiempo que la secuencia sehal de IgGkx se fusiona en el extremo amino. También se generan
construcciones en las que la fosfatasa alcalina se fusiona con una secuencia sefal amino-terminal de IgGk al
extremo amino de una proteina STEAP-1. Las proteinas STEAP-1 recombinantes resultantes se optimizan para la
secreciéon en los medios de células de mamifero transfectadas y pueden usarse para identificar proteinas, tales
como ligandos o receptores, que interaccionan con proteinas STEAP-1. La expresion de las proteinas se dirige
desde el promotor CMV vy las proteinas recombinantes también contienen epitopos myc y 6X His fusionados en el
extremo carboxilo lo que facilita la deteccidon y purificaciéon. El gen de resistencia a zeocina presente en el vector
permite la seleccion de células de mamifero que expresan la proteina recombinante y el gen de resistencia a
ampicilina permite la seleccién del plasmido en E. col.

ptag5: una ORF de STEAP-1, o porciones de la misma, se clon6 en pTag-5. Este vector es similar a pAPtag pero
sin la fusion con la fosfatasa alcalina. Esta construccién generé una proteina STEAP-1 con una secuencia sefnal de
IlgGk amino-terminal y etiquetas epitopicas myc y 6X His en el extremo carboxilo que facilitan la deteccién y
purificacién por afinidad. La proteina STEAP-1 recombinante resultante se optimizd para la secrecion en los medios
de células de mamifero transfectadas, y se us6 como inmundgeno o ligando para identificar proteinas, tales como
ligandos o receptores que interaccionan con las proteinas STEAP-1. La expresion de las proteinas se dirigié desde
el promotor CMV. El gen de resistencia a zeocina presente en el vector permitié la seleccion de células de mamifero
que expresaban la proteina y el gen de resistencia a ampicilina permite la seleccion del plasmido en E. coli.

PsecFc: uns ORF de STEAP-1, o porciones de la misma, se cloné en psecFc. El vector psecFc se ensambld
clonando la region Fc de la inmunoglobulina G1 humana (IgG) (regiones bisagra, CH2, CH3) en pSecTag2
(Invitrogen, California). Esta construccion generé una fusion IgG1 Fc en el extremo carboxilo de la proteina STEAP-
1, al mismo tiempo que fusionaba la secuencia sefal IgGK al extremo N. También se usaron fusiones de STEAP-1
que utilizan la region Fc de la IgG1 murina. Las proteinas de STEAP-1 recombinantes resultantes se optimizaron
para la secreciéon en los medios de células de mamifero transfectadas, y pudieron usarse como inmundgenos o para
identificar proteinas, tales como ligandos o receptores, que interaccionan con la proteina STEAP-1. La expresién de
proteinas se dirige desde el promotor de CMV. El gen de resistencia a higromicina presente en el vector permiti6 la
seleccion de células de mamifero que expresaban la proteina recombinante, y el gen de resistencia a ampicilina
permite la seleccion del plasmido en E. coli.

Construcciones pSRa: para generar lineas celulares de mamiferos que expresan STEAP-1 constitutivamente, la
ORF de STEAP-1, o porciones de la misma, o STEAP-1 se clonaron en construcciones pSRoa. Se generaron
retrovirus anfotropicos y ecotropicos por transfeccion de construcciones pSRa en la linea de empaquetamiento
293T-10A1 o por co-transfeccion de pSRa y un plasmido auxiliar (que contenia secuencias de empaquetamiento
eliminadas) en las células 293, respectivamente. El retrovirus se usé para infectar varias lineas celulares de
mamifero, dando como resultado la integracion del gen clonado, STEAP-1, en las lineas celulares hospedadoras. La
expresion de la proteina se dirigié desde una repeticion terminal larga (LTR, Long Terminal Repeat). El gen de
resistencia a neomicina presente en el vector permitid la solucion de células de mamiferos que expresaban la
proteina, y el gen de resistencia a ampicilina y el origen de ColE1 permiten la selecciéon y el mantenimiento del
plasmido en E. coli. Los vectores retrovirales se usaron posteriormente para la infeccion y generacion de diversas
lineas celulares usando, por ejemplo, células PC3, NIH 3T3, TsuPr1, 293 o rat-1.

Se prepararon construcciones pSRa adicionales, que fusionan una etiqueta epitépica, tal como la etiqueta FLAG",
con el extremo carboxilo de secuencias de STEAP-1 para permitir la deteccion usando anticuerpos anti-Flag. Por
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ejemplo, la secuencia FLAG™en 5 gat tac aag gat gac gat aag 3’ (SEC ID N2: 60) se anade al cebador de clonacion
en el extremo 3 de la ORF. Se prepararon construcciones pSRa adicionales para producir ambas proteinas de
fusion GFP amino-terminal y carboxilo-terminal y myc/6X His de las proteinas STEAP-1 de longitud completa.

Vectores virales adicionales: se prepararon construcciones adicionales para el suministro mediado por virus y
expresion de STEAP-1. En sistemas de suministro de virus, tales como vectores adenovirales y vectores de
amplicones herpéticos, se alcanza un titulo viral elevado que conduce a un alto nivel de expresion de STEAP-1. Una
secuencia que codifica STEAP-1 o fragmentos de la misma se amplifica por PCR y se subclona en el vector de
lanzadera AdEasy (Stratagene). La recombinacién y el empaquetamiento del virus se realizan de acuerdo con las
instrucciones del fabricante para generar vectores adenovirales. Como alternativa, las secuencias codificantes de
STEAP-1 o fragmentos de la misma se clonan en el vector HSV-1 (Imgenex) para generar vectores virales
herpéticos. Después de esto, los vectores virales se usan para la infeccion de diversas lineas celulares, tales como
células PC3, NIH 3T3, 293 o rat-1.

Sistemas de expresidn regulada: para controlar la expresion de STEAP-1 en células de mamifero, las secuencias
codificantes de STEAP-1, o porciones de las mismas, se clonan en sistemas de expresion regulados de mamiferos
tales como el sistema T-Rex System (Invitrogen), el Sistema GeneSwitch (Invitrogen) y el Sistema estrechamente
regulado de Ecdisona (Sratagene). Estos sistemas permiten estudiar los efectos temporales y dependientes de la
concentracién de STEAP-1 recombinante. Después de esto, estos vectores se usan para controlar la expresion de
STEAP-1 en diversas lineas celulares, tales como células PC3, NIH 3T3, 293 o rat-1.

B. Sistemas de expresion en baculovirus

Para generar proteinas STEAP-1 recombinantes en un sistema de expresién de baculovirus, la ORF de STEAP-1, o
porciones de la misma, se clonan en el vector de transferencia de baculovirus pBlueBac 4.5 (Invitrogen), que
proporciona una etiqueta de His en el extremo N. Especificamente, pBlueBac-STEAP-1 se co-transfecta con el
plasmido auxiliar pBac-N-Blue (Invitrogen) en células de insecto SF9 (Spodoptera frugiperda) para generar
baculovirus recombinante (véase el manual de instrucciones de Invitrogen para detalles). Los baculovirus se recogen
después del sobrenadante celular y se purifican mediante ensayos en placas. La proteina STEAP-1 recombinante se
genera después mediante infeccion de células de Insecto HighFive (Invitrogen) con baculovirus purificados. La
proteina STEAP-1 recombinante puede detectarse usando anticuerpos anti-STEAP-1 o anti-etiqueta His. La proteina
STEAP-1 puede purificarse y usarse en diversos ensayos basados en células o como un inmundgeno para generar
anticuerpos policlonales y monoclonales especificos para STEAP-1.

Ejemplo 9: perfiles de antigenicidad y estructura secundaria

Las Figuras 5-9 y las Figuras 5a-9a representan graficamente cinco perfiles de aminoacidos de las variantes 1y 3 de
8P1D4 respectivamente, cada evaluacién se encuentra disponible mediante el acceso al sitio web ProtScale (URL
www.expasy.ch/cgi-bin/protscale.p1) en el servidor de biologia molecular ExPasy.

Para identificar regiones antigénicas de la proteina 8P1D4, se usaron estos perfiles: Figura 5, Hidrofilicidad (Hopp T.
P., Woods K. R., 1981. Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 78: 3824-3828); Figura 6, Hidropaticidad, (Kyte J., Doolittle
R.F., 1982. J. Mol. Biol. 157: 105-132); Figura 7, Porcentaje de Restos Accesibles (Janin J., 1979 Nature 277: 491-
492); Figura 8, Flexibilidad Media, (Bhaskaran R., y Ponnuswamy P. K., 1988. Int. J. Pept. Protein Res. 32: 242-255);
Figura 9, giro Beta (Deleage, G., Roux B. 1987 Protein Engineering 1: 289-294); y opcionalmente otros disponibles
en la técnica, tales como en el sitio web ProtScale. Para el andlisis, cada uno de los perfiles aminoacidicos
anteriores de 8P1D4 se generaron usando los siguientes parametros de ProtScale: 1) un tamafio de ventana de 9; 2)
un 100 % en peso de los bordes de la ventana en comparacion con el centro de la ventana; y, 3) valores de los
perfiles aminoacidicos normalizados situados entre O y 1.

Los perfiles de Hidrofilicidad (Figura 5), Hidropaticidad (Figura 6) y Porcentaje de Restos Accesibles (Figura 7) se
usaron para determinar tramos de aminodcidos hidréfilos (es decir, valores mayores de 0,5 en el perfil de
Hidrofilicidad y Porcentaje de Restos Accesibles, y valores menores de 0,5 en el perfil de Hidropaticidad). Dichas
regiones probablemente se exponen al ambiente acuoso, estan presentes en la superficie de la proteina, y por lo
tanto disponibles para el reconocimiento inmunitario, tal como por anticuerpos.

Los perfiles de Flexibilidad promedio (Figura 8) y de giro Beta (Figura 9) determinan tramos de aminoacidos (es
decir, valores mayores de 0,5 en el perfil de giro Beta y en el perfil de Flexibilidad promedio) que no estan
restringidos en estructuras secundarias, tales como laminas beta y hélices alfa. Dichas regiones se exponen también
mas probablemente en la proteina y por lo tanto son accesibles al reconocimiento inmunitario, tal como por
anticuerpos.

Las secuencias antigénicas de la proteina 8P1D4 y de las proteinas variantes indicadas, por ejemplo, por los perfiles
expuestos en la Figura 5, Figura 6, Figura 7, Figura 8 y/o Figura 9 se usan para preparar inmunogenos, bien
péptidos o acidos nucleicos, que los codifican, para generar anticuerpos terapéuticos y/o diagnosticos anti-8P1D4. El
inmundgeno puede tener cualquiera 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30, 35,
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40, 45, 50 o mas de 50 aminoacidos contiguos, o los acidos nucleicos correspondientes que los codifican, de las
variantes de la proteina 8P1D4 enumeradas en las Figuras 2 y 3. En particular, los inmunogénicos peptidicos de la
invencion pueden comprender, una region peptidica de al menos 5 aminoacidos de las Figuras 2 y 3 en cualquier
aumento en nimero completo que incluya una posicion aminoacidica que tenga un valor mayor que 0,5 en el perfil
de Hidrofilicidad de la Figura 5; una region peptidica de al menos 5 aminoacidos de las Figuras 2 y 3 en cualquier
aumento de nimero completo que incluya una posicién aminoacidica que tenga un valor menor de 0,5 en el perfil de
Hidropaticidad de la Figura 6, una regién peptidica de al menos 5 aminoacidos de las Figuras 2 y 3 en cualquier
aumento de nimero completo que incluya una posicion aminoacidica que tenga un valor mayor que 0,5 en el perfil
de Porcentaje de Restos Accesibles de la Figura 7; una region peptidica de al menos 5 aminoacidos de las Figuras 2
y 3 en cualquier aumento de numero completo que incluya una posicién aminoacidica que tenga un valor mayor que
0,5 en el perfil de Flexibilidad promedio de la Figura 8; y, una region peptidica de al menos 5 aminoacidos de las
Figuras 2 y 3 en cualquier aumento de nimero completo que incluya una posicién aminoacidica que tenga un valor
mayor que 0,5 en el perfil de giro Beta de la Figura 9. Los inmundégenos peptidicos de la invencion también pueden
comprender &cidos nucleicos que codifiquen cualquiera de lo anteriormente citado.

Todos los inmunoégenos de la invencion, péptidos o acidos nucleicos, pueden realizarse en forma de dosis unitaria
para seres humanos, o incluirse en una composicidon que incluya un excipiente farmacéutico compatible con la
fisiologia humana.

Las estructuras secundarias de la variante 1 y variante 3 de 8P1D4, en concreto la secuencia prevista y la
localizacién de las hélices alfa, cadenas extendidas, y enrollamientos aleatorios, se predicen de las secuencias de
aminoacidos primarias respectivas usando el método de red neuronal jerarquico HNN (Guermeur, 1997,
http://pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.p1?page=npsa_nn.html), con acceso en el servidor de biologia molecular
ExPasy (http://www.expasy.ch/tools/). El analisis indica que la variante 1 de 8P1D4 esta compuesta por 64,60 % de
hélice alfa, 4,72 % de cadena extendida, y 30,68 % de enrollamiento aleatorio (Figura 13a). La variante 2 de 8P1D4
esta compuesta por 62,79 % de hélice alfa, 3,10 % de cadena extendida y 34,11 % de enrollamiento aleatorio
(Figura 13b). La variante 3 de 8P1D4 estd compuesta por 58,87 % de hélice alfa, 5,32 % de cadena extendida y
35,82 % de enrollamiento aleatorio (Figura 13c).

El andlisis para detectar la posible presencia de dominios transmembrana en las variantes de 8P1D4 se llevo a cabo
usando varios algoritmos de prediccion transmembrana a los que se accede desde el servidor de biologia molecular
ExPasy (http://www.expasy.ch/tools/). Graficamente se muestran los resultados del andlisis de la variante 1 que
representan la presencia y localizacion de 6 dominios transmembrana usando el programa TMpred (Figura 13d) y el
programa TMHMM (Figura 13e). También se muestran los resultados del andlisis de la variante 2 que representan la
presencia y localizacién de 4 dominios transmembrana usando TMpred (Figura 13f) y 3 dominios transmembrana
usando TMHMM (Figura 13g). El andlisis de la variante 3 predice la presencia de 4 dominios transmembrana usando
TMpred (Figura h) y 3 dominios transmembrana con TMHMM (Figura 13i). Los resultados de cada programa, en
concreto los aminoacidos que codifican los dominios transmembrana se resumen en la Tabla XX.

Ejemplo 10: generacion de anticuerpos policlonales de 8P1D4

En un mamifero pueden suscitarse anticuerpos policlonales, por ejemplo, mediante una o mas inyecciones de un
agente inmunizante y, si se desea, un adyuvante. Normalmente, el agente inmunizante y/o adyuvante se inyectara
en el mamifero mediante inyecciones subcutaneas o intraperitoneales multiples. Ademas de inmunizar con la
proteina de 8P1D4 de longitud completa, se emplean algoritmos informaticos en el disefio de inmundgenos, que se
basan en el andlisis de la secuencia de aminoacidos que contiene caracteristicas de ser antigénica y estar
disponible para el reconocimiento por el sistema inmunitario del hospedador inmunizado (véase el Ejemplo titulado
“Perfiles de Antigenicidad”). Dichas regiones deberian predecirse por ser hidrdfilas, flexibles, en conformaciones de
giro beta y estar expuestas en la superficie de la proteina (véase, por ejemplo, la Figura 5, Figura 6, Figura 7, Figura
8 o la Figura 9 para los perfiles de aminoacidos que indican dichas regiones de 8P1D4 y variantes).

Por ejemplo las proteinas o péptidos de fusién bacterianos recombinantes de 8P1D4 o péptidos que contienen
regiones hidroéfilas, flexibles, de giro beta de variantes de proteinas 8P1D4 se usan como antigenos para generar
anticuerpos policlonales en conejos Blancos de Nueva Zelanda. Por ejemplo dichas regiones incluyen, pero sin
limitacion, los aminoacidos 1-40, los aminoacidos 143-165, los aminoacidos 180-220, de las variantes 1, 2 y 3 de
8P1D4, los aminoacidos 312-339 de la variante 1 de 8P1D4, y los aminoacidos 250-282 de la variante 3 de 8P1D4.
Es util conjugar el agente inmunizante con una proteina que se sabe que es inmunogénica en el mamifero que se
esta inmunizando. Los ejemplos de dichas proteinas inmunogénicas incluyen, pero sin limitacién, hemocianina de
lapa de ojo de cerradura (KLH), seroalbumina, tiroglobulina bovina, e inhibidor de tripsina de semilla de soja. Un
péptido que codifica los aminoacidos 250-282 de la variante 3 de 8P1D4 puede conjugarse con KLH y usarse para
inmunizar a un conejo. Como alternativa el agente inmunizante puede incluir todas o porciones de las proteinas
variantes de 8P1D4, analogos o proteinas de fusion de las mismas. Por ejemplo, usando técnicas de ADN
recombinante, la secuencia de aminoacidos de la variante 1 de 8P1D4 puede fusionarse con una cualquiera de
varios companeros de proteinas de fusidbn muy conocidas en la técnica, tales como las proteinas de fusién glutation-
S-transferasa (GST) y las etiquetadas con histidina. Dichas proteinas de fusién se purifican de bacterias inducidas
usando la matriz de afinidad apropiada.
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Una proteina de fusion GST que codifica los aminoacidos 250-282, que abarca el segundo bucle extracelular
previsto, puede purificarse y usarse como inmunégeno. Otras proteinas de fusion bacteriana recombinantes que
pueden emplearse incluyen la proteina de unién a maltosa, LacZ, tiorredoxina, NusA o una regién constante de
inmunoglobulina (véase la seccion titulada “Produccion de 8P1D4 en Sistemas Procariotas” y Current Protocols In
Molecular Biology, Volumen 2, Unidad 16, Frederick M. Ausubul et al. eds., 1995; Linsley, P. S., Brady, W., Urnes,
M., Grosmaire, L., Damle, N., y Ledbetter, L. (1991) J. Exp. Med. 174, 561-566).

Ademas de las proteinas de fusién derivadas de bacterias, también se usan antigenos proteicos expresados en
mamiferos. Estos antigenos se expresan a partir de vectores de mamiferos tales como los vectores de fusion Tag5 y
Fc (véase el Ejemplo titulado “Produccién de 8P1D4 Recombinante en Sistemas Eucariotas”), y conservan las
modificaciones postraduccionales tales como glucosilaciones encontradas en la proteina nativa. El bucle extracelular
previsto de la variante 1, aminoacidos 185-218, puede clonarse en el vector de secrecion de mamiferos Tag5. La
proteina recombinante se purifica por cromatografia de metales quelados a partir de sobrenadantes del cultivo tisular
de células 293T que expresan establemente el vector recombinante. La proteina 8P1D4 purificada de Tag5 se usa
después como inmundégeno.

Durante el protocolo de inmunizacién, es util mezclar o emulsionar el antigeno en adyuvantes que potencian la
respuesta inmunitaria del animal huésped. Los ejemplos de adyuvantes incluyen, pero no estan limitados a,
adyuvante de Freund completo (CFA) y adyuvante MPL-TDM (Lipido A de monofosforilo, dicorinomicolato de
trehalosa sintético).

En un protocolo tipico, los conejos se inmunizan inicialmente por via subcutanea con hasta 200 pg, normalmente
100-200 ug, de proteina de fusién o péptido conjugado con KLH mezclado en adyuvante de Freund completo (CFA).
Después, a los conejos se les inyecta subcutaneamente cada dos semanas con hasta 200 pg, normalmente 100-200
Hg, del inmundgeno en adyuvante de Freund incompleto (IFA). Las sangrias de ensayo se toman aproximadamente
7- 10 dias después de cada inmunizacién y se usan para monitorizar el titulo del anti-suero por ELISA.

Para ensayar la reactividad y la especificidad del suero inmune, tal como el suero de conejo derivado de la
inmunizacion con un péptido conjugado con KLH que codifica los aminoacidos 250-282 de la variante 3, el ADNc de
la variante 1 de 8P1D4 de longitud completa se clona en el vector de expresion pCDNA 3.1 myc-his (Invitrogen,
véase el Ejemplo titulado “Produccién de 8P1D4 Recombinante en Sistemas Eucariotas”). Después de la
transfeccién de las construcciones en células 293T, los lisados celulares se exploran con el suero anti-8P1D4 y con
anticuerpo anti-His (Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz, CA) para determinar la reactividad especifica contra la
proteina 8P1D4 desnaturalizada usando la técnica de transferencia de Western. El suero inmunitario se ensaya
después mediante la técnica de transferencia de Western contra las células 293T-8P1D4. Ademas, el suero
inmunitario se ensaya por microscopia de fluorescencia, citometria de flujo e inmunoprecipitacién contra células
293T y otras células que expresan 8P1D4 recombinante para determinar el reconocimiento especifico de la proteina
nativa. También se llevan a cabo transferencias de Western, inmunoprecipitacién, microscopia de fluorescencia y
técnicas de citometria de flujo usando células que expresan endégenamente 8P1D4 para ensayar la reactividad y la
especificidad.

El anti suero de conejos inmunizados con las proteinas de fusion variantes de 8P1D4, tales como las proteinas de
fusion GST y MBP, se purifican por agotamiento de anticuerpos reactivos con la secuencia del compafero de fusion
pasandolo a través de una columna de afinidad que contiene el compafiero de fusion bien solo o en el contexto de
una proteina de fusién irrelevante. Por ejemplo, el antisuero derivado de una proteina de fusion GST-8P1D4 que
codifica los aminoacidos 250-282 de la variante 3 se purifica primero pasandolo a través de una columna de proteina
GST covalentemente acoplada con la matriz AffiGel (BioRad, Hercules, Calif.). El antisuero se purifica después por
afinidad pasandolo a través de una columna compuesta por una proteina de fusién MBP que también codifica los
aminoacidos de 250-282 covalentemente acoplada a la matriz AffiGel. Después, el suero se purifica adicionalmente
mediante cromatografia de afinidad a proteina G para aislar la fraccion de IgG. Los sueros de otros conejos
inmunizados con antigenos y péptidos etiquetados con His, asi como los sueros agotados de comparneros de fusion
se purifican por afinidad pasandolos a través de una matriz de columna compuesta por la proteina inmunogénica
original o péptido libre.

Ejemplo 11: generacion de anticuerpos monoclonales (Acm) de 8P1D4

Los Acm terapéuticos de las variantes de 8P1D4 pueden comprender aquellos que reaccionan con epitopos
especificos para cada proteina variante o especificos para secuencias en comun entre las variantes que
interrumpirian 0 modularian la funcién biolégica de las variantes de 8P1D4, por ejemplo aquellos que interrumpirian
la interaccion con ligandos y substratos o interrumpirian su actividad biolégica. Los inmundgenos para la generacion
de dichos Acm incluyen aquellos disefiados para codificar o contener la secuencia completa de la variante de la
proteina 8P1D4, las regiones de las variantes de la proteina 8P1D4 que se predice que son antigénicas a partir de
andlisis informaticos de la secuencia de aminodacidos (véase, por ejemplo, la Figura 5, Figura 6, Figura 7, Figura 8, o
la Figura 9, y el Ejemplo titulado “Perfiles de Antigenicidad’). Los inmundgenos incluyen péptidos, proteinas
bacterianas recombinantes y proteinas Tag 5 expresadas en mamiferos y proteinas de fusiéon IgG FC murinas y
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humanas. Ademas, para inmunizar a los ratones se usan células modificadas genéticamente para expresar altos
niveles de una variante de 8P1D4 respectiva, tales como células 293T-8P1D4 variante 1 o Pre-B 300.19 murinas-
8P1D4 variante.

Para generar los Acm para una variante de 8P1D4, los ratones se inmunizan primero por via intraperitoneal (IP) con,
normalmente 10-50 pug de inmundgeno proteico o 10" células que expresan 8P1D4 mezcladas en adyuvante
completo de Freund. Los ratones después se inmunizan posteriormente IP cada 2-4 semanas con, normalmente, 10-
50 pg de inmundgeno proteico o 10” células mezcladas en adyuvante completo de Freund. Como alternativa, el
adyuvante MPL-TDM se usa en las inmunizaciones. Ademas de las estrategias de inmunizacién anteriores basadas
en proteinas y células, se emplea un protocolo de inmunizacién basado en ADN en el que un vector de expresion de
mamiferos que codifica una secuencia de una variante de 8P1D4 se usa para inmunizar ratones mediante inyeccion
directa de ADN plasmidico. Por ejemplo, los aminoacidos 185-218, se clonan en el vector de secrecion de
mamiferos Tagb y el vector recombinante se usa como inmundgeno. En otro ejemplo los mismos aminoacidos se
clonan en un vector de secrecion de fusién a Fc en el que la secuencia de la variante 1 de 8P1D4 se fusiona en el
extremo amino con una secuencia lider de IgK y en el extremo carboxilo con la secuencia codificante de la region Fc
de IgG humana o murina. Este vector recombinante se usa después como inmunégeno. Los protocolos de
inmunizacién con plasmidos se usan en combinacion con proteinas purificadas que se expresan del mismo vector y
con células que expresan la variante de 8P1D4 respectiva.

Durante el protocolo de inmunizacién, se toman muestras de sangre cada 7-10 dias después de una inyeccién para
controlar el titulo y la especificidad de la respuesta inmunitaria. Después, una vez que se ha obtenido la reactividad y
especificidad apropiadas, tal como se determina mediante andlisis ELISA, transferencia de Western,
inmunoprecipitacién, microscopia de fluorescencia y citometria de flujo, se lleva a cabo la fusién y generacién de
hibridomas con procedimientos establecidos bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Harlow y Lane, 1988).

En un ejemplo, para generar anticuerpos monoclonales especificos de la variante 3 de 8P1D4, un antigeno de la
variante 3 de GST-8P1D4 que codifica los aminoacidos 250-282, se expresa y se purifica de bacterias. Ratones Balb
C se inmunizan inicialmente por via intraperitoneal con 25 ug de la proteina GST-8P1D4 variante 3 mezclada en
adyuvante completo de Freund. Posteriormente los ratones se inmunizan cada dos semanas con 25 ug del antigeno
mezclado en adyuvante incompleto de Freund durante un total de tres inmunizaciones. Un ELISA que usa una
proteina de fusién MBP que codifica los aminoacidos 250-282 determina el titulo del suero de los ratones
inmunizados. La reactividad y especificidad del suero para la proteina 8P1D4 variante 3 de longitud completa se
controla por transferencia de Western, inmunoprecipitacion y citometria de flujo usando células 293T transfectadas
con un vector de expresion que codifica el ADNc de la variante 3 de 8P1D4 en comparacién con células
transfectadas con ADNc de la variantes 1 y 2 (véase, por ejemplo, el Ejemplo titulado “Produccion de 8P1D4
recombinante en Sistemas Eucariotas”). También se usan otras células que expresan la variante 3 de 8P1D4
recombinante o células que expresan endogénamente la variante 3 de 8P1D4. Los ratones que muestran la
reactividad especifica mas fuerte para la variante 3 de 8P1D4 se ponen en reposo y se les proporciona una
inyeccion final de antigeno-GST en PBS y cuatro dias después se sacrifican. Los bazos de los ratones sacrificados
se extirpan y se fusionan con células de mieloma SPO/2 usando procedimientos convencionales (Harlow y Lane,
1988). Los sobrenadantes de pocillos de cultivo seleccionados con HAT se exploran por ELISA, transferencia de
Western, inmunoprecipitacién, microscopia de fluorescencia y citometria de flujo para identificar clones productores
de anticuerpos especificos de 8P1D4. La afinidad de unién de un anticuerpo de 8P1D4 se determina usando
tecnologias convencionales. Las mediciones de afinidad cuantifican la fuerza del anticuerpo para unirse al epitopo y
se usan para ayudar a definir qué anticuerpo monoclonal de 8P1D4 se prefiere para su uso diagnéstico o
terapéutico, tal como aprecia un experto en la materia. El sistema BlAcore (Uppsala, Suecia) es un método preferido
para determinar la afinidad de union. El sistema BlAcore usa resonancia de plasmén superficial (SPR, Welford K.
1991, Opt. Quant. Elect. 23: 1; Morton y Myszka, 1998, Methods in Enzymology 295: 268) para controlar las
interacciones biomoleculares en tiempo real. El analisis BlAcore genera convenientemente constantes de velocidad
de asociacion, constantes de velocidad de disociacion, constantes de disociacion en equilibrio y constantes de
afinidad.

Ejemplo 12: ensayos de union a HLA de clase | y de clase Il

Los ensayos de unién a HLA de clase | y de clase Il que usan moléculas de HLA purificadas se realizan de acuerdo
con protocolos divulgados (por ejemplo, publicaciones PCT WO 94/20127 y WO 94/03205; Sidney et al., Current
Protocols in Immunology 18.3.1 (1998); Sidney, et al., J. Immunol. 154: 247 (1995); Sette, et al., Mol. Immunol. 31:
813 (1994)). Brevemente, moléculas de MHC purificadas (de 5 a 500 nM) se incuban con diversos inhibidores
peptidicos no marcados y péptidos sonda radiomarcados con 125 110 nM tal como se describe. Después de la
incubacién, los complejos MHC-péptido se separan del péptido libre por filtracién en gel y se determina la fraccion de
péptido unido. Normalmente, en experimentos preliminares, cada preparacion de MHC se titula en presencia de
cantidades fijas de péptidos radiomarcados para determinar la concentracion de moléculas de HLA necesaria para
unir el 10-20 % de la radioactividad total. Todos los ensayos de inhibicion y de unién directa posteriores se realizan
usando estas concentraciones de HLA.

Dado que en estas condiciones [marcador]<[HLA] y Clso>[HLA], los valores de Clsp medidos son aproximaciones
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razonables de los verdaderos valores de Kp. Los inhibidores peptidicos normalmente se ensayan a concentraciones
que varian de 120 ug/ml a 1,2 ng/ml, y se ensayan en de dos a cuatro experimentos completamente independientes.
Para permitir la comparacién de los datos obtenidos en los distintos experimentos, se calcula una cifra de union
relativa para cada péptido dividiendo la Clso de un control positivo entre la Clsg de inhibicion para cada péptido
ensayado (normalmente versiones no marcadas del péptido sonda radiomarcado). Para los fines de las bases de
datos, y comparaciones entre experimentos, se compilan los valores de unién relativa. Estos valores pueden
posteriormente convertirse otra vez en valores de Clsg nM dividiendo la Clso nM de los controles positivos para la
inhibicion entre la union relativa del péptido de interés. Este método de compilacién de datos es preciso y coherente
para comparar péptidos que se han ensayado en dias diferentes, o con diferentes lotes de MHC purificado.

Los ensayos de unién, tal como se explica anteriormente, pueden usarse para analizar péptidos portadores de
motivos de HLA y/o supermotivos de HLA (véase la Tabla V).

Ejemplo 13: identificacidon de epitopos candidatos CTL portadores de motivos y supermotivos de HLA

Las composiciones de vacuna de HLA de la invenciéon pueden incluir epitopos mudltiples. Los epitopos mudltiples
pueden comprender supermotivos 0 motivos de HLA multiples para obtener una amplia cobertura de poblacion. Este
ejemplo ilustra la identificacion y confirmacién de epitopos portadores de supermotivos y motivos para la inclusion en
dicha composicién de vacuna. El calculo de la cobertura de poblacién se realiza usando la estrategia que se
describe a continuacion.

Busquedas informdticas y algoritmos para la identificacion de epitopos portadores de supermotivos y/o motivos

Las busquedas realizadas para identificar secuencias peptidicas portadoras de motivos del Ejemplo titulado “Perfiles
de Antigenicidad” y las Tablas V-XVIII y XXII-LI emplean los datos de secuencias proteicas del producto génico de
STEAP-1 que se exponen en las Figuras 2 y 3, los péptidos especificos que se usan para generar las tablas se
enumeran en la Tabla LXI.

Las blsquedas informaticas para epitopos portadores de supermotivos o motivos de HLA de Clase | o de Clase Il se
realizan del siguiente modo. Todas las secuencias proteicas traducidas de STEAP-1 se analizan usando un
programa informatico de blsqueda de secuencias de caracteres para identificar posibles secuencias peptidicas que
contienen motivos de unién a HLA apropiados; dichos programas se producen facilmente de acuerdo con
informacién en la técnica en vista de divulgaciones conocidas de motivos/supermotivos. Ademas, dichos calculos
pueden hacerse mentalmente.

Las secuencias supermotivo A2-, A3-, DR identificadas se puntian usando algoritmos polinémicos para predecir su
capacidad para unirse a moléculas especificas de HLA de Clase | o de Clase Il. Estos algoritmos polinémicos
explican el impacto de diferentes aminoacidos en diferentes posiciones, y se basan esencialmente en la premisa de
la afinidad total (0 AG) de las interacciones entre péptido-molécula de HLA pueden aproximarse como una funcion
lineal polinémica del tipo:

“AG" =8, x 2y X 8y ..rur x'a,.

donde a; es un coeficiente que representa el efecto de la presencia de un aminodacido dado (j) en una posicién
determinada (/) a lo largo de la secuencia de un péptido de n aminoacidos. La suposicion crucial de este método es
que los efectos en cada posicion son esencialmente independientes entre si (es decir, unidon independiente de
cadenas laterales individuales). Cuando el resto j se da en la posicién i en el péptido, se supone que contribuye con
una cantidad ji constante a la energia de unién libre del péptido independientemente de la secuencia del resto del
péptido.

El método de derivacion de coeficientes de algoritmos especificos se ha descrito en Gulukota et al., J. Mol. Biol. 267:
1258-126, 1997; (véase también Sidney et al, Human Immunol. 45: 79-93, 1996; y Southwood et al., J. Immunol.
160: 3363-3373, 1998). Brevemente, para todas las posiciones i, de anclaje y no anclaje por igual, la media
geométrica de la unidn relativa promedio (ARB, Binding Relative Average) de todos los péptidos que llevan j se
calcula con respecto al resto del grupo, y se usa como en la estimacion de ji. Para los péptidos de Clase I, si son
posibles alineamientos multiples, solamente se utiliza el alineamiento de mayor puntuacion, siguiendo un
procedimiento repetitivo. Para calcular una puntuacién algoritmica de un péptido determinado en un conjunto de
ensayo, los valores ARB que corresponden a la secuencia del péptido se multiplican. Si este producto supera un
umbral seleccionado, se predice la union del péptido. Los umbrales apropiados se seleccionan en funcién del grado
de rigurosidad de prediccion deseado.

Seleccidon de péptidos con reactividad cruzada del supertipo HLA-A2

Las secuencias de la proteina STEAP-1 se escanean utilizando programas informaticos de identificacién de motivos,
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para identificar secuencias de 8-, 9,- 10- y 11-meros que contengan la especificidad de anclaje principal del
supermotivo HLA-A2. Normalmente, estas secuencias se puntian después usando el protocolo anteriormente
descrito y los péptidos que corresponden a las secuencias que puntdan positivamente se sintetizan y se ensayan
para determinar su capacidad de unirse a moléculas purificadas de HLA-A-*0201 in vitro (HLA-A*0201 se considera
que es un prototipo de la molécula del supertipo A2).

Estos péptidos se ensayan después para determinar la capacidad de unirse a moléculas adicionales del supertipo
A2 (A*0202, A*0203, A*0206 y A*6802). Los péptidos que se unen a al menos tres de los cinco alelos del supertipo
A2 ensayados normalmente se consideraran agentes de unién de reactividad cruzada del supertipo A2. Los péptidos
preferidos se unen con una afinidad igual o menor de 500 nM a tres o mas moléculas del supertipo de HLA-A2.

Seleccion de epitopos portadores del supermotivo de HLA-A3

La secuencia o secuencias de la proteina STEAP-1 escaneadas anteriormente también se examinan para
determinar la presencia de péptidos con los anclajes primarios del supermotivo de HLA-A3. Los péptidos que
corresponden a las secuencias portadoras del supermotivo de HLA A3 se sintetizan después y se ensayan para
determinar la unién a las moléculas de HLA-A*0301 y HLA-A*1101, las moléculas codificadas por los dos alelos del
supertipo A3 mas frecuentes. Los péptidos que se unen a al menos uno de los dos alelos con afinidades de union de
<500 nM, a menudo < 200 nM, se ensayan después para determinar la unién con reactividad cruzada a los otros
alelos comunes del supertipo A3 (por ejemplo, A*3101, A*3301 y A*6801) para identificar aquellos que pueden
unirse a al menos tres de las cinco moléculas del supertipo HLA-A3 ensayadas.

Seleccion de epitopos portadores del supermotivo de HLA-B7

La proteina o proteinas STEAP-1 escaneadas anteriormente se analizan también para determinar la presencia de
péptidos de 8-, 9- 10-, u 11-meros con el supermotivo de HLA-B7. Los péptidos correspondientes se sintetizan y se
ensayan para determinar la uniéon a HLA-B*0702, la molécula codificada por el alelo mas comun del supertipo B7 (es
decir, el alelo prototipico del supertipo B7). Los péptidos que se unen a B*0702 con una Clso de <500 nM se
identifican usando métodos convencionales. Estos péptidos se ensayan después para determinar la union a otras
moléculas comunes del supertipo B7 (por ejemplo, B*3501, B*5101, B*5301, y B*5401). De este modo se identifican
los péptidos que pueden unirse a tres 0 mas de los cinco alelos del supertipo B7 ensayados.

Seleccion de epitopos portadores de motivos Al y A24

Para aumentar adicionalmente la cobertura de la poblacién, pueden incorporarse también epitopos HLA-A1 y -A24
en las composiciones de vacuna. También puede realizarse un andlisis de la proteina STEAP-1 para identificar
secuencias que contengan los motivos HLA-A1 y A24.

Los epitopos de union de alta afinidad y/o reactividad cruzada que portan otros motivos y/o supermotivos se
identifican usando metodologia analoga.

Ejemplo 14: Confirmacién de imunogenicidad

Los péptidos portadores del supermotivo A2 de CTL candidatos con reactividad cruzada que se identifican tal como
se describe en el presente documento se seleccionan para confirmar la inmunogenicidad in vitro. La confirmacién se
realiza usando la siguiente metodologia:

Lineas celulares diana para exploracién celular:

Se uso la linea celular 221A2.1, producida por transferencia del gen HLA-A2.1 en la linea celular B-linfoblastoidea
humana mutante nula de HLA-A, B, C, 721.221, como diana cargada con péptido para medir la actividad del CTL
restringido a HLA-A2.1. Esta linea celular se cultivd en medio RPMI-1640 complementado con antibioticos, piruvato
sédico, aminoacidos no esenciales y FCS al 10 % (v/v) termoinactivado. Las células que expresan un antigeno de
interés, o transfectantes que comprenden el gen que codifica el antigeno de interés, pueden usarse como células
diana para confirmar la capacidad de los CTL especificos de péptido para reconocer el antigeno endégeno.

Cultivos de induccién primaria de CTL:

Generacion de Células Dendriticas (CD): CMSP se descongelaron en RPMI con 30 ug/ml de ADNasa, se lavaron
dos veces y se resuspendieron en medio completo (RPMI-1640 mas 5 % de suero humano AB, aminoacidos no
esenciales, piruvato sédico, L-glutamina y penicilina/estreptomicina). Los monocitos se purificaron mediante siembra
de 10 x 10° CMSP/pocillo en una placa de 6 pocillos. Después de 2 horas a 37 °C, las células no adherentes se
eliminaron mediante agitacion suave de las placas y aspiracion de los sobrenadantes. Las células se lavaron un total
de tres veces con 3 ml de RPMI para eliminar la mayor parte de las células no adherentes y laxamente adheridas.
Después se afiadieron 3 ml de medio completo que contenia 50 ng/ml de GM-CSF y 1.000 U/ml de IL-4 a cada
pocillo. El TNFa se afiadi6 a las CD el dia 6 a 75 ng/ml y las células se usaron para cultivos de induccion de CTL el
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dia 7.

Induccion de CTL con CD y Péptido: células T CD8+ se aislaron por seleccion positiva con perlas inmunomagnéticas
Dlnales (Dynabeads® M-450) y eI reactivo detacha-bead®. Normalmente, se procesaron aproximadamente 200-250
x 10° CMSP para obtener 24 x 10° células T CD8* (suficientes para una placa de cultivo de 48 pocillos). Brevemente,
los CMSP se descongelaron en RPMI con 30 pug/ml de ADNasa, se lavaron una vez con PBS que contenia 1 % de
suero AB humano y se resuspendieron en PBS/1 % suero AB a una concentracion de 20 x 10° ceIuIas/mI Las perlas
magnéticas se lavaron 3 veces con PBS/suero AB, se afiadieron a las células (140 ul 1 perla/20 x 10° células) y se
incubaron durante 1 hora a 4 °C con mezcla continua. Las perlas y las células se lavaron 4x con PBS/suero AB para
eliminar las células no adherentes y se resuspendié a 100 x 10° células/ml (basandose en el numero de células
original) en PBS/suero AB que contenia 100 ul/ml de reactivo detacha-bead® y 30 ug/ml de ADNasa. La mezcla se
incub6é durante 1 hora a temperatura ambiente con mezcla continua. Las perlas se lavaron de nuevo con
PBS/AB/ADNasa para recoger las células T CD8+. Las CD se recogieron y se centrifugaron a 1300 rpm durante 5-7
minutos, se lavaron una vez con PBS con BSA al 1 %, se contaron y se pulsaron con 40 ug/ml de péptido a una
concentracion celular de 1-2 x 10/ml en presencia de 3 pg/ml de B microglobulina durante 4 horas a 20 °C. Las CD
se irradiaron después (4.200 rads), se lavaron 1 vez con medio y se contaron de nuevo.

Establecimiento de cultivos de induccion: se co- cultlvaron 0,25 ml de CD generadas por citocina (a 1 x 10°
células/ml) con 0,25 ml de células T CD8+ (a 2 x 10° células/ml) en cada pocillo de una placa de 48 pocillos en
presencia de 10 ng/ml de IL-7. Se afiadi6 IL-10 recombinante humana el dia siguiente a una concentracion final de
10 ng/ml y se afiadié IL-2 recombinante humana 48 horas después a 10 Ul/ml.

Reestimulacion de los cultivos de induccion con células adherentes pulsadas con péptidos: siete y catorce dias
después de la primera induccién, las células se reestimularon con células adherentes pulsadas con péptidos. Las
CMSP se descongelaron y se lavaron dos veces con RPMI y ADNasa. Las células se resuspendieron a 5 x 10°
células/ml y se irradiaron a ~4200 rads. Las CMSP se sembraron a 2 x 10° en 0,5 ml de medio completo por pocillo y
se incubaron durante 2 horas a 37 °C. Las placas se lavaron dos veces con RPMI golpeando suavemente la placa
para eliminar las células no adherentes y las células adherentes se pulsaron con 10/ug/ml de péptido en presencia
de 3 ug/ml de B2 microglobulina en 0,25 ml de RPMI/5 % de AB por pocillo durante 2 horas a 37 °C. La solucién de
péptidos de cada pocillo se aspird y los pocillos se lavaron una vez con RPMI. La mayor parte del medio se aspiré
de los cultivos de induccion (células CD8+) y se llevé a 0,5 ml con medio reciente. Las células se transfirieron
después a los pocillos que contenian las células adherentes pulsadas con péptido. Veinticuatro horas después se
anadié IL-10 recombinante humana a una concentracion final de 10 ng/ml y al dia siguiente se afadi6 IL2 humana
recombinante y de nuevo 2-3 dias después a 50 Ul/ml (Tsai et al., Critical Reviews in Immunology 18(1-2): 65-75,
1998). Siete dlas mas tarde, los cultivos se ensayaron para determinar la actividad de CTL en un ensayo de
liberacion de *'Cr. En algunos experimentos los cultivos se ensayan para el reconocimiento de péptidos especificos
en el ELISA de IFNy in situ en el momento de la segunda reestimulacién seguido de un ensayo de reconocimiento
endodgeno 7 dias después. Después de la expansion, se mide la actividad en ambos ensayos para una comparaciéon
frente a frente.

Medicion de la actividad litica de CTL mediante liberacién de *'Cr.

Siete dias desgués de la segunda reestimulacién, se determind la citotoxicidad en un ensayo convencional (5 h) de
liberacién de *'Cr ensayando los pocillos individuales a una relacion de E:D simple. Las dianas pulsadas con
péptidos se prepararon incubando las células con 10 pug/ml de péptido durante toda la noche a 37 °C.

Las células diana adherentes se retiraron de los matraces de cultivo con tripsina/EDTA. Las células diana se
marcaron con 200 uCi de cromato SOdICO e (Dupont, Wilmington, DE) durante 1 hora a 37 °C. Las células diana
marcadas se resuspendieron a 10° por ml y se diluyeron a 1:10 con células K562 a una concentraciéon de 3,3 x
10%/ml (una linea celular de eritoblastoma sensible a NK que se usa para reducir la lisis no especifica). Las células
diana (100 pl) y efectoras (100 pl) se sembraron en placas de 96 pocillos de fondo redondo y se incubaron durante 5
horas a 37 °C. En ese momento, se recogieron 100 ul de sobrenadante de cada pocillo y el porcentaje de lisis se
determiné de acuerdo con la férmula:

[{cpm de la muestra de ensayo-cpm de la muestra de liberacidn de’'cr espontaeo ){cpmde la muestra de liberacion maxima ge’'cr-

cpm de la muestra de liberacion de”'Cr espontaneolx100.

Se determind la liberacién maxima y espontanea incubando las dianas marcadas con Triton X-100 al 1 % y medio
solo, respectivamente. Se definié un cultivo positivo como uno en el que la lisis especifica (muestra-fondo) es del 10
% 0 mayor en el caso de pocillos individuales y del 15 % o mayor a las dos relaciones de E : D mas altas cuando se
ensayaron los cultivos expandidos.
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Medicién in situ de la produccién de IFNy humana como un indicador de péptidos especificos y enddégenos

Reconocimiento

Placas Immulon 2 se cubrieron con anticuerpo monoclonal anti- IFFy humano de ratén (4 pg/ml NaHCO;3 0,1 M, pH
8,2) durante la noche a 4 °C. Las placas se lavaron con PBS sin Ca® Mg2+/Tween 20 al 0,05 % y se bloquearon con
PBS/FCS al 10 % durante dos horas, después de las cuales los CTL (100 wl/pocillo) y las dianas (100 ul/pocillo) se
afnadieron a cada pocillo, dejando pocillos vacios para los patrones y los blancos (que solo reC|b|eron medio). Las
células diana, dianas pulsadas con péptidos o enddgenas, se usaron a una concentraciéon de 1 x 10° células/ml. Las
placas se incubaron durante 48 horas a 37 °C con COz al 5 %.

Se anadié IFN-gamma recombinante a los pocillos patrén comenzando a 400 pg o 1200pg/100 microlitros/pocillo y la
placa se incub6 durante dos horas a 37 °C. Las placas se lavaron y se afadieron 100 pul de anticuerpo monoclonal
anti-IFN-gamma humano de ratén marcado con biotina (2 microgramos/ml en PBS/FCS al 3 %/Tween 20 al 0,05 %)
y se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente. Después, las placas se lavaron 6x con tampdn de lavado, se
anadieron 100 microlitros/pocillo de soluciéon de revelado (TMB 1:1), y se dejo revelar las placas durante 5-15
minutos- La reaccién se detuvo con 50 microlitros/pocillo de HsPO4s 1 M y se realizé la lectura a una DO de 450. Un
cultivo se consideraba positivo si media al menos 50 pg de IFN-gamma/pocillo por encima del fondo y era dos veces
el nivel de expresion del fondo.

Expansiéon de CTL

Aquellos cultivos que demostraban actividad litica especifica contra dianas pulsadas por péptido y/o dlanas
tumorales se expandieron durante un periodo de dos semanas con antl CD3. Brevemente, se anadieron 5 x 10*
células CD8+ a un matraz T25 que contenia lo siguiente: 1 x 10° CMSP irradiadas (4.200 rad) (autélogas o
alogénicas) por ml, 2 x 10° células transformadas con el VEB irradiadas (8.000 rad) por ml, y OKT3 (anti-CD3) a 30
ng por ml en RPMI-1640 que contenia suero AB humano al 10 % (v/v), amino&cidos no esenciales, piruvato sodico,
2-mercaptoetanol 25 pM, L-glutamina y penicilina/estreptomicina. Se afiadié IL2 humana recombinante 24 horas mas
tarde a una concentracion final de 200 Ul/ml y cada tres dias posteriormente con medio reciente a 50 Ul/ml. Las
células se dividian si la concentracién superaba 1 x 10%ml y los cultivos se ensayaron entre los dias 13 y 15 a
relaciones de E : D de 30, 10, 3y 1:1 en el ensayo de liberacién de *'Cr o a 1 x 10%ml en el ensayo de IFNy in situ
usando las mismas dianas que antes de la expansion.

Los cultivos se expandieron en ausencia de anti-CD3" del siguiente modo. Se seleccionaron Ios cultivos que
demostraban actividad litica especifica contra dlanas peptidicas y enddégenas y se afnadieron 5 x 10* células CD8" a
un matraz T25 que contenia lo siguiente: 1 x 10® CMSP autélogas por ml que se habian pulsado con péptido con 10
ug/ml de péptido durante dos horas a 37 °C e irradiadas (4.200 rad); 2 x 10° células transformadas con el VEB
irradiadas (8.000 rad) por ml de RPMI-1640 que contenia suero AB humano al 10% (v/v), AA no esenciales, piruvato
sodico, 2-ME 25 mM, L-glutamina y gentamicina.

Inmunogenicidad de péptidos portadores del supermotivo A2

Los péptidos de unién con reactividad cruzada del supermotivo A2 se ensayaron en el ensayo celular para
determinar la posibilidad de inducir CTL especificos de péptidos en individuos normales. En este analisis, se
considera que un péptido es normalmente un epitopo si induce CTL especificos de péptidos en al menos individuos,
y preferentemente, también reconoce el péptido expresado de manera endogena.

La inmunogenicidad también puede confirmarse usando CMSP aisladas de pacientes portadores de un tumor que
expresa STEAP-1. Brevemente, las CMSP se aislan de pacientes, se re-estimulan con monocitos pulsados con
péptidos y se ensayan determinar la capacidad de reconocer células diana pulsadas con péptidos asi como células
transfectadas que expresan de manera enddgena el antigeno.

Evaluacion de la inmunogenicidad de A*03/A11

Los péptidos de unién con reactividad cruzada portadores del supermotivo HLA-A3 también se evallan para
determinar la inmunogenicidad usando metodologia analoga a la que se us6 para evaluar la inmunogenicidad de los
péptidos de los supermotivos HLA-A2.

Evaluacién de la inmunogenicidad de B7

La exploracién de la inmunogenicidad de los péptidos de unién con reactividad cruzada de supertipo B7 identificados
tal como se expone en el presente documento se confirma de manera anéloga a la confirmacién de péptidos
portadores de supermotivos A2 y AS3.

Los péptidos portadores de otros supermotivos/motivos, por ejemplo, HLA-A1, HLA-A24 etc. también se confirman
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usando metodologia similar.

Ejemplo 15: implementacion del supermotivo extendido para mejorar la capacidad de unién de epitopos
nativos mediante la creacion de analogos

Los motivos y supermotivos de HLA (que comprenden restos primarios y/o secundarios) son Utiles para la
identificacion y la preparacion de péptidos nativos de alta reactividad cruzada, tal como se demuestra en el presente
documento. Ademas, la definicién de motivos y supermotivos de HLA también permite modificar genéticamente
epitopos de alta reactividad cruzada identificando restos dentro de una secuencia peptidica nativa que pueden
analogarse para conferir al péptido determinadas caracteristicas, por ejemplo, mejor reactividad cruzada dentro del
grupo de las moléculas de HLA que comprende un supertipo, y/o mayor afinidad de unién para algunas o todas las
moléculas de HLA. Los ejemplos de péptidos de analogia que muestran afinidad de unién modulada se exponen en
este ejemplo.

Analogizacién en restos de anclaje primarios

Las estrategias de modificacién genética de los péptidos estan implementadas para aumentar adicionalmente la
reactividad cruzada de los epitopos. Por ejemplo, los anclajes principales de péptidos portadores del supermotivo A2
estan alterados, por ejemplo, para introducir una L, I, V o M preferida en la posicion 2, e | o V en el extremo C.

Para analizar la reactividad cruzada de los péptidos analogos, cada analogo modificado genéticamente se ensaya
inicialmente para determinar la unién al alelo prototipico del supertipo A2 A*0201, después, si se mantiene la
capacidad de unién a A*0201, para una reactividad cruzada del supertipo A2.

Como alternativa, un péptido se confirma como de unién a uno o a todos los miembros del supertipo y después se
establece la analogia para modular la afinidad de unién a uno cualquiera (0 mas) de los miembros del supertipo para
anadir cobertura a la poblacion.

La seleccién de andlogos para la inmunogenicidad en un andlisis de exploracion celular normalmente se restringe
adicionalmente mediante la capacidad del péptido parental de tipo silvestre (TS) para unirse al menos débilmente, es
decir, unirse a una Clso de 5000 nM o menor, a tres 0 mas de los alelos de supertipo A2. El razonamiento para este
requerimiento es que los péptidos de TS deben estar presentes endégenamente en suficiente cantidad para ser
biolégicamente relevantes. Se ha mostrado que los péptidos analogados tienen inmunogenicidad y reactividad
cruzada aumentada por células T especificas para el epitopo parental (véase, por ejemplo, Parkhurst et al., J.
Immunol. 157: 2539, 1996; y Pogue et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 92: 8166, 1995).

En la exploracion celular de estos analogos peptidicos, es importante confirmar que los CTL especificos del analogo
también son capaces de reconocer el péptido de tipo silvestre y, cuando sea posible, células diana que expresan
enddgenamente el epitopo.

Analogizacién de péptidos portadores de supermotivos de HLA-A3 y B7

Los analogos de péptidos portadores de supermotivos de HLA-A3 se generan usando estrategias similares a las
empleadas para la analogizacién de péptidos portadores del supermotivo de HLA-A2. Por ejemplo, los péptidos que
se unen a 3/5 de las moléculas del supertipo A3 se modifican genéticamente en restos de anclaje primario para
poseer un resto preferido (V, S, M o A) en la posicion 2.

Los péptidos analogos se ensayan después para determinar capacidad de unirse a A*03 y A*11 (alelos prototipicos
del supertipo A3). Después, se confirma que estos péptidos que demuestran una capacidad de unién < 500 nM,
tienen reactividad cruzada con el supertipo A3.

De manera similar a los péptidos portadores de los motivos A2 y A3, los péptidos que se unen a 3 0 mas alelos del
supertipo B7 pueden mejorarse, cuando es posible, para conseguir una unién de reactividad cruzada aumentada o
una mayor afinidad de unién o semivida de unién. Los péptidos portadores del supermotivo B7, por ejemplo, se
modifican genéticamente para poseer un resto preferido (V, I, L o F) en la posicion de anclaje primario del extremo
C, tal como demuestran Sidney et al. (J. Immunol. 157: 3480-3490, 1996).

Los Analogizacién en restos de anclaje primario de otros epitopos portadores de motivos y/o supermotivos se
realizan de una manera similar.

La inmunogenicidad de los péptidos analogos se confirma después, normalmente en un ensayo de exploracion
celular. De nuevo, es generalmente importante demostrar que los CTL especificos de analogos también son
capaces de reconocer el péptido de tipo silvestre y, cuando sea posible, dianas que expresan endégenamente el
epitopo.

Analogizacién en restos del anclaje secundario
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Por otra parte, los supermotivos de HLA son valiosos en la modificacion genética de péptidos con alta reactividad
cruzada y/o de péptidos que se unen a moléculas de HLA con afinidad aumentada mediante la identificacién de
restos particulares en posiciones de anclaje secundarias que se asocian con dichas propiedades. Por ejemplo, se
analiza la capacidad de unién de un péptido portador de un supermotivo B7 con un resto F en la posicion 1. El
péptido se analoga después, por ejemplo, para sustituir L por F en la posicién 1. El péptido analogado se evalla
para determinar la afinidad de unién aumentada, la semivida de union y/o la reactividad cruzada aumentada. Dicho
procedimiento identifica péptidos analogados con propiedades potenciadas.

Los analogos modificados genéticamente con capacidad de unidén o reactividad cruzada suficientemente mejorada
también pueden ensayarse para determinar la inmunogenicidad en ratones transgénicos de HLA-B7, siguiendo por
ejemplo, una inmunizacion IFA o lipopeptidica. Los péptidos analogados se ensayan adicionalmente para determinar
la capacidad de estimular una respuesta de recuerdo usando CMSP de pacientes con tumores que expresan
STEAP-1.

Otras estrategias de analogizacién

Otra forma de analogizar péptidos, no relacionados con posiciones de anclaje, implica la sustitucion de un cisteina
por un acido o amino butirico. Debido a su naturaleza quimica, la cisteina es propensa a formar puentes disulfuro y
alterar suficientemente el péptido estructuralmente de modo que reduce su capacidad de unién. La sustitucion de
acido o amino butirico por cisteina no solo alivia este problema, sino que se ha mostrado que mejora las
capacidades de unién y unién cruzada en algunos casos (véase, por ejemplo, la revisién de Sette et al., In:
Persistent Viral Infections, Eds. R. Ahmed y |. Chen, John Wiley & Sons, Inglaterra, 1999).

Por lo tanto, mediante el uso de sustituciones de un solo aminoacido, pueden modularse las propiedades de unién
y/o de reactividad cruzada de ligandos peptidicos por moléculas de supertipo HLA.

Ejemplo 16: Identificacidon y confirmacidn de secuencias derivadas de STEAP-1 con motivos de unién a HLA-
DR

Los péptidos epitdpicos portadores de un supermotivo o motivo de HLA de clase |l se identifican y se confirman tal
como se explica a continuacion usando metodologia similar a la descrita para los péptidos de HLA de Clase |.

Seleccion de epitopos portadores de supermotivos de HLA-DR

Para identificar epitopos de HTL de HLA de clase Il, derivados de STEAP-1, se analiza un antigeno de STEAP-1
para determinar la presencia de secuencias portadoras de un motivo o supermotivo de HLA-DR. Especificamente,
se seleccionan secuencias 15-meros que comprenden un supermotivo DR, que comprende un nucleo de 9-meros, y
tres restos N y C terminales de las regiones flanqueantes (15 5 aminoacidos totales).

Se han desarrollado protocolos para predecir la unién peptidica a moléculas DR (Southwood et al., J. Immunol. 160:
3363-3373, 1998). Estos protocolos, especificos para moléculas DR individuales, permiten la puntuacién, y la
clasificacion, de regiones nicleo de 9-meros. Cada protocolo no solamente puntla secuencias peptidicas para
determinar la presencia de anclajes primarios al supermotivo de DR (es decir en la posicion 1 y posicién 6) dentro de
un nucleo de 9-meros, sino que ademas evalla secuencias para determinar la presencia de anclajes secundarios.
Usando tablas de seleccion especificas de alelo (véase, por ejemplo, Southwood et al., ibid), se ha descubierto que
estos protocolos seleccionan de manera eficaz secuencias peptidicas con una alta probabilidad para unirse a una
molécula DR particular. Adicionalmente, se ha descubierto que, realizando estos protocolos en tandem,
especificamente aquellos para DR1, DR4w4 y DR7, pueden seleccionarse de manera eficaz péptidos con
reactividad cruzada para DR.

Los péptidos derivados de STEAP-1 identificados anteriormente se ensayan para determinar su capacidad de union
por diversas moléculas HLA-DR comunes. Todos los péptidos se ensayan inicialmente para determinar la union a
las moléculas DR en el primer panel: DR1, DR4w4 y DR7. Los péptidos que se unen a al menos dos de estas tres
moléculas DR se ensayan después para determinar la unién a moléculas DR2w2 31, DR2w2 2, DR6w19 y DR9 en
ensayos secundarios. Finalmente, los péptidos que se unen a al menos dos de las cuatro moléculas DR del panel
secundario, y por lo tanto acumulativamente al menos a cuatro de siete moléculas DR diferentes, se exploran para
determinar la unién a moléculas DR4w15, DR5w11 y DR8w2 en ensayos terciarios. Se considera que los péptidos
que se unen a al menos siete de las diez moléculas DR que comprenden los ensayos de exploracién primarios,
secundarios y terciarios, son agentes de unién a DR de reaccidén cruzada. Son de particular interés los péptidos
derivados de STEAP-1 que se encontr6 que se unian a alelos comunes de HLA-DR.

Seleccion de péptidos con motivos DR3

Dado que alelo HLA-DR3 es un alelo frecuente en las poblaciones caucasica, africana e hispana, la capacidad de
unién a DR3 es un criterio relevante en la seleccién de epitopos HTL. Por lo tanto, los péptidos que muestran ser
candidatos pueden también ensayarse para determinar su capacidad de uniéon a DR3. Sin embargo, en vista de la
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especificidad de unién del motivo DR3, los péptidos que se unen solamente a DR3 pueden considerarse también
como candidatos para su inclusion en una formulacion de vacuna.

Para identificar de manera eficaz péptidos que se unen a DRS3, se analizan antigenos diana de STEAP-1 para las
secuencias que llevan uno de los dos motivos de unién especificos de DR3 notificados por Geluk et al. (J. Immunol.
152: 5742-5748, 1994). Los péptidos correspondientes se sintetizan después y se confirma que tienen la capacidad
de unirse a DR3 con una afinidad de 1 uM o mejor, es decir, menor de 1 uM. Se descubren péptidos que cumplen
estos criterios de union y se califican como agentes de unién de alta afinidad al HLA de clase II.

Los epitopos que se unen a DRS3 identificados de este modo se incluyen en composiciones de vacunas con epitopos
peptidicos portadores de supermotivo DR.

De manera similar al caso de los péptidos portadores de motivos de HLA de clase |, los péptidos portadores de
motivos de HLA de clase Il se analogizan para mejorar la afinidad o la reactividad cruzada. Por ejemplo, el acido
aspartico en la posicion 4 de la secuencia nucleo de 9-meros es un resto 6ptimo para la unién a DR3, y la sustitucién
por ese resto a menudo mejora la union a DR3.

Ejemplo 17: inmunogenicidad de epitopos HTL derivados de STEAP-1

Este ejemplo determina epitopos portadores de supermotivos DR y motivos DR3 entre los identificados usando la
metodologia expuesta en el presente documento.

La inmunogenicidad de los epitopos HTL se confirma de una manera andloga a la determinacién de la
inmunogenicidad de los epitopos CTL, evaluando la capacidad de estimular respuestas HTL y/o usando modelos de
raton transgénico adecuados. La inmunogenicidad se determina explorando: 1.) la induccion primaria in vitro usando
CMSP normales o 2.) respuestas de recuerdo de pacientes que tienen tumores que expresan STEAP-1.

Ejemplo 18: calculo de frecuencias fenotipicas de supertipos de HLA en diversos fondos étnicos para
determinar la amplitud de cobertura de la poblacidon

Este ejemplo ilustra la evaluacion de la amplitud de cobertura de la poblacién de la composicion de vacuna
comprendida por multiples epitopos que comprenden multiples supermotivos y/o motivos.

Para analizar la cobertura de la poblacién, se determinan frecuencias génicas de alelos HLA. Las frecuencias
génicas de cada alelo HLA se calculan a partir de frecuencias antigénicas o alélicas utilizando la féormula de
distribucion binomial gf=1-(SQRT(1-af)) (véase, por ejemplo, Sidney et al., Human Immunol. 45: 79-93, 1996). Para
obtener frecuencias fenotipicas totales, se calculan las frecuencias génicas acumulativas y las frecuencias
antigénicas acumulativas obtenidas usando la formula inversa [af=1-(1-Cgf)°.

Cuando no se dispone de datos de frecuencia a nivel de tipificacion de ADN, se supone correspondencia con las
frecuencias antigénicas serolégicamente definidas. Para obtener cobertura de poblacion de supertipos posible total
no se supone desequilibrio de ligamiento, y solo se incluyen los alelos que se confirma que pertenecen a cada uno
de los supertipos (estimaciones minimas). Las estimaciones de cobertura posible total obtenidas por combinaciones
inter-loci se realizan anadiendo a la cobertura A la proporcién de la poblaciéon no cubierta A que podria esperarse
que estuviera cubierta por los alelos B considerados (por ejemplo, total=A+B*(1-A)). Los miembros confirmados del
supertipo similar a A3 son A3, A11, A31, A*3301 y A*6801. Aunque el supertipo similar a A3 también puede incluir
A34, A66 y A*7401, estos alelos no se incluyeron en los célculos de frecuencia total. Del mismo modo, los miembros
confirmados de la familia del supertipo similar a A2 son A*0201, A*0202, A*0203, A*0204, A*0205, A*0206, A*0207,
A*6802 y A*6901. Finalmente, los alelos confirmados de supertipo similar a B7 son: B7, B*3501-03, B51, B*5301,
B*5401, B*5501-2, B*5601, B*6701 y B*7801 (potencialmente también B*1401, B*3504-06, B*4201 y B*5602).

La cobertura de la poblaciéon obtenida combinando los supertipos A2-, A3- y B7- es de aproximadamente 86 % en
cinco grupos étnicos principales. La cobertura puede ampliarse incluyendo péptidos portadores de motivos A1y A24.
En promedio, A1 esta presente en el 12 % y A24 en el 29 % de la poblacion en cinco grupos étnicos principales
distintos (caucasico, africano, norteamericano, chino, japonés e hispano). En conjunto, estos alelos estan
representados con una frecuencia media del 39 % en estas mismas poblaciones étnicas. La cobertura total en las
etnias principales cuando se combinan A1y A24 con la cobertura de los alelos de los supertipos A2-, A3- y B7- es
>95 %. Puede usarse un enfoque analogo para estimar la cobertura de poblaciéon obtenida con combinaciones de
epitopos portadores de motivos de clase Il.

Los estudios de inmunogenicidad en seres humanos (por ejemplo, Bertoni et al., J. Clin. Invest. 100: 503, 1997;
Doolan et al., Immunity 7: 97, 1997; y Threlkeld et al., J. Immunol. 159: 1648, 1997) han mostrado que los péptidos
de unién con reactividad cruzada alta son casi siempre reconocidos como epitopos. El uso de péptidos de unién con
reactividad cruzada alta es un criterio de seleccién importante en la identificacién de epitopos candidatos para su
inclusién en una vacuna que es inmunogénica en una poblacion diversa.
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Con un numero suficiente de epitopos (como se divulga en el presente documento y en técnica), se predice una
cobertura de la poblacién media que sea mayor del 95 % en cada una de las principales poblaciones étnicas. El
analisis de simulacion de teorias de juego de Monte Carlo, conocido en la técnica (véase, por ejemplo, Osborne, M.
J. y Rubinstein, A. “A course in game theory” MIT Press, 1994), puede usarse para estimar que porcentaje de
individuos en una poblaciéon comprendida por los grupos étnicos caucasico, africano, norteamericano, japonés, chino
e hispano, reconocerian los epitopos de la vacuna que se describe en el presente documento. Un porcentaje
preferente es del 90 %. Un porcentaje mas preferente es del 95 %.

Ejemplo 19: Reconocimiento CTL de antigenos procesados endogenamente después de sensibilizacidon

Este ejemplo confirma que los CTL inducidos por epitopos peptidicos nativos o andlogos identificados vy
seleccionados tal como se describe en el presente documento, reconocen antigenos endégenamente sintetizados,
es decir, nativos.

Células efectoras aisladas de ratones transgénicos que estadn inmunizados con epitopos peptidicos, por ejemplo
epitopos portadores de supermotivos HLA-A2, se re-estimulan in vitro usando células estimuladoras cubiertas con
péptidos. Seis dias después, las células efectoras se ensayan para determinar la citotoxicidad y las lineas celulares
que contienen actividad citotéxica especifica de péptido se re-estimulan adicionalmente. Seis dias mas tarde, estas
lineas celulares Se ensayan adicionalmente para determinar la actividad citotoxica en células diana Jurkat-A2. 1/Kb
marcadas con °'Cr en ausencia o presencia de péptido, y también se ensaya en células diana marcadas con e
que portan el antigeno sintetizado endégenamente, es decir, células que se transfectan establemente con vectores
de expresion de STEAP-1.

Los resultados demuestran que las lineas CTL obtenidas de animales sensibilizados con el epitopo peptidico,
reconocen el antigeno de STEAP-1 sintetizado endégenamente. La eleccién del modelo de ratén transgénico que se
usa para dicho analisis deEende del epitopo o de los epitopos que se estén evaluando. Ademas de ratones
transgénicos HLA-A*0201/K", también pueden usarse diversos otros modelos de ratdén transgénico, que incluyen
ratones con A11 humano, que también pueden usarse para evaluar epitopos A3, y se han caracterizado alelos B7 y
se estan desarrollando otros (por ejemplo, ratones transgénicos para HLA-A1 y A24). También se han desarrollado
modelos de ratén para HLA-DR1 y HLA-DR3 que pueden usarse para evaluar epitopos de HTL.

Ejemplo 20: actividad de epitopos conjugados con CTL-HTL en ratones transgénicos

Este ejemplo ilustra la induccién de los CTL y HTL en ratones transgénicos, usando composiciones de vacuna de
HTL y CTL derivados de STEAP-1. La composicién de vacuna que se usa en el presente documento comprende
péptidos a administrar a un paciente con un tumor que expresa STEAP-1. La composicién peptidica puede
comprender multiples epitopos CTL y/o HTL. Los epitopos se identifican usando metodologia como se describe en el
presente documento. Este ejemplo también ilustra que puede obtenerse inmunogenicidad potenciada mediante la
inclusién de uno o mas epitopos HTL en una composiciéon de vacuna CTL; dicha una composicion peptidica puede
comprender un epitopo HTL conjugado con un epitopo CTL. El epitopo CTL puede ser uno que se une a multiples
miembros de la familia de HLA con una afinidad de 500 nM o menor, o analogos de ese epitopo. Si se desea los
péptidos pueden lipidarse.

Procedimientos de inmunizacion: la inmunizacion de ratones transgenlcos se realiza tal como se describe (Alexander
et al., J. Immunol. 159: 4753-4761, 1997). Por ejemplo, ratones A2/K®, que son transgénicos para el alelo HLA A2.1
humano y que se usan para confirman la inmunogenicidad de los epltopos portadores de motivos HLA-A*0201 o
supermotivos HLA-A2, y que se sensibilizan por via subcutanea (en la base de la cola) con 0,1 ml de péptido en
adyuvante completo de Freund, o si la composicion peptidica es un conjugado CTL/HTL lipidado, en DMSO/solucion
salina, o si la composicién peptidica es un polipéptido, en PBS o Adyuvante Incompleto de Freund. Siete dias
después de la sensibilizacién, los esplenocitos obtenidos de estos animales se re-estimulan con linfoblastos
activados con LPS irradiados cubiertos con péptido.

Lineas celulares: las células diana para los ensayos de citotoxicidad especifica de péptido son células Jurkat
transfectadas con el gen quimérico de HLA-A2. 1/K® (por ejempilo, Vitiello et al., J. Exp. Med. 173: 1007, 1991).

Activacion de CTL in vitro: una semana despues de la sensibilizacion, se cocultivaron células de bazo (30 x 10°
células/matraz) a 37 °C con linfoblastos (10 x 10° células/matraz) cubiertos con péptidos singénicos, irradiados (3000
rads) en 10 ml de medio de cultivo/matraz T25. Seis dias después, las células efectoras se recogen y se ensayan
para determinar la actividad citotxica.

Ensayo de actividad citotéxica: se incubaron células diana (1,0 a 1,5 x 10%) a 37 °C en presencia de 200 pul de °'Cr.
Después de 60 minutos, las células se lavan tres veces y se re-suspenden en medio R10. Se afade el péptido
cuando se requiere a una concentracion de 1 pg/ml. Para el ensayo, se afaden 10 células diana marcadas con *'Cr
a distintas concentraciones de células efectoras (volumen final 200 pl) en placas de 96 pocillos de fondo en U.
Después de un periodo de incubacion de 6 horas a 37 °C, se recoge una alicuota de 0,1 ml de sobrenandante de
cada pocillo y se determina la radioactividad en un contador automatico gamma Micromedic. El porcentaje de lisis
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especifica se determina mediante la férmula: porcentaje de liberacion especifica = 100 x (liberacién experimental —
liberacion espontanea)/(liberacion maxima — liberacion espontanea). Para facilitar la comparamon entre ensayos CTL
distintos Erocesados en las mismas condiciones, se expresan los datos del % de liberacién de °'Cr como unidades
liticas/10” células. Una unidad litica se define arbitrariamente como el nimero de células efectoras necesario para
conseguir una lisis del 30 % de 10.000 células diana en un ensayo de liberacion de °'Cr de seis horas. Para obtener
unidades liticas especn‘lcas/106 las unidades liticas/10° obtenidas en ausencia de péptidos se restan de las
unidades liticas/10° obtenidas en presencia de péptido. Por ejemplo si se obtiene el 30 % de liberacion de *'Cr en la
relacion entre efector (E): dlana (D) de 50:1 (es decir, 5 x 10° células efectoras por 10.000 dianas) en ausencia de
péptido y 5:1 (es decir, 5 x 10* células efectoras por 10.000 dianas) en presencia de péptido, las unidades liticas
especificas serian: [(1/50.000)-(1/500.000)] x 10° = 18 UL.

Los resultados se analizan para evaluar la magnitud de las respuestas CTL de los animales inyectados con la
preparacion de vacuna del conjugado inmunogénico CTL/HTL y se comparan con la magnitud de la respuesta CTL
conseguida usando, por ejemplo, epitopos CTL, como se explica anteriormente en el Ejemplo titulado “Confirmacién
de la Inmunogenicidad”. Un analisis similar a este puede realizarse para confirmar la inmunogenicidad de
conjugados peptidicos que contienen multiples epitopos CTL y/o mdltiples epitopos HTL. De acuerdo con estos
procedimientos, se ha descubierto que se induce una respuesta CTL, y que después de la administracion de dichas
composiciones se induce simultaneamente una respuesta HTL.

Ejemplo 21: seleccion de epitopos CTL y HTL para su inclusion en una vacuna especifica de STEAP-1.

Este ejemplo ilustra un procedimiento para seleccionar epitopos peptidicos para composiciones de vacuna de la
invencion. En la composicion, los péptidos pueden estar en forma de una secuencia de &cido nucleico, bien de una
sola 0 mas secuencias (es decir, minigen) que codifica péptido o péptidos, o pueden ser péptidos sencillos y/o
poliepitépicos.

Se utilizan los siguientes principios cuando se selecciona una pluralidad de epitopos para su inclusion en una
composicién de vacuna. Para efectuar la seleccion se equilibra cada uno de los siguientes principios.

Se seleccionan epitopos que, después de la administracién, imitan respuestas inmunitarias que estan
correlacionadas con la eliminacién de STEAP-1. El nimero de epitopos usados depende de las observaciones de
los pacientes que espontaneamente eliminan STEAP-1. Por ejemplo, si se ha observado que los pacientes que
eliminan espontaneamente células que expresan STEAP-1 generan una respuesta inmunitaria contra al menos tres
(3) epitopos del antigeno STEAP-1, entonces deberian incluirse al menos tres epitopos para el HLA de clase 1. Se
usa un razonamiento similar para determinar los epitopos de HLA de clase II.

A menudo se seleccionan epitopos que tienen una afinidad de uniéon de una Clsp de 500 nM o menor para una
molécula de HLA de clase I, o para una la clase Il, una Clsg de 1000 nM o menor; o péptidos HLA de clase | con
puntuaciones de unién altas a partir del sitio web BIMAS, en la URL bimas.dcrt.nih.gov/.

Para obtener una cobertura amplia de la vacuna a través de una poblacion diversa, se seleccionan péptidos
portadores de supermotivos suficientes, o una matriz de péptidos portadores de motivos especificos de alelo
suficientes, para dar una amplia cobertura de la poblacién. Los epitopos pueden seleccionarse para proporcionar al
menos un 80 % de cobertura de la poblacion. Puede emplearse un analisis de Monte Carlos, una evaluacion
estadistica conocida en la técnica, para evaluar la amplitud, o redundancia, de la cobertura de la poblacién.

Cuando se crean composiciones poliepitépicas, o un minigen que las codifica, es normalmente deseable generar el
péptido mas pequefio posible que incluya los epitopos de interés. Los principios empleados son similares, sino los
mismos, a los que se emplean cuando se selecciona un péptido que comprende epitopos anidados. Por ejemplo,
una secuencia de proteinas para la composicion de vacuna se selecciona debido a que tiene un nimero maximo de
epitopos incluidos en la secuencia, es decir, tiene una alta concentracién de epitopos. Los epitopos pueden estar
anidados o pueden solaparse (es decir, desplazados en fase unos con respecto a otros). Por ejemplo, con epitopos
solapantes, dos epitopos de 9-meros y un epitopo de 10-meros pueden estar presentes en un péptido de 10
aminoacidos. Cada epitopo puede exponerse u unirse mediante una molécula de HLA después de la administracién
de dicho péptido. Un péptido multiepitépico puede generarse de manera sintética, recombinante, o por escision de la
fuente nativa. Como alternativa, puede prepararse un analogo de esta secuencia nativa, por lo cual uno o mas de los
epitopos comprenden sustituciones que alteran las propiedades de reactividad cruzada y/o de afinidad de unién del
péptido poliepitdpico. Dicha composicion de vacuna se administra con fines terapéuticos o profilacticos. Este ejemplo
proporciona la posibilidad de que un aspecto de procesamiento del sistema inmunitario ain no descubierto se
aplique a la secuencia nativa anidada y de ese modo facilite la produccién de composiciones de vacuna inductoras
de respuestas inmunitarias terapéuticas o profilactica. Adicionalmente dicha una realizaciéon proporciona la
posibilidad de motivos portadores de epitopos para una constituciéon de HLA que se desconoce en el presente.
Ademas, dicho ejemplo (a falta de crear cualquier analogo) dirige la respuesta inmunitaria a multiples secuencias
peptidicas que estan realmente presentes en STEAP-1, evitando por tanto la necesidad de evaluar cualquier epitopo
de unién. Finalmente, el ejemplo proporciona una economia de escala cuando se producen composiciones de
vacuna de acidos nucleicos. En relacién con este ejemplo, pueden deducirse programas informaticos de acuerdo
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con principios de la técnica, que identifiquen en una secuencia diana, el mayor nimero de epitopos por longitud de
secuencia.

Cuando se administra una composicién de vacuna constituida por péptidos seleccionados, es segura, eficaz, y
suscita una respuesta inmunitaria similar en magnitud a una respuesta inmunitaria que controla o elimina células que
portan o que sobreexpresan STEAP-1.

Ejemplo 22: construccion de plasmidos de “minigenes” de ADN multiepitopico

Este ejemplo explica la construccién de un plasmido de expresién de minigenes. Los plasmidos de minigenes
pueden, por supuesto, contener diversas configuraciones de epitopos de célula B, CTL y/o HTL o andalogos de
epitopos tal como se describe en el presente documento.

Un pldsmido de expresion de minigenes normalmente incluye mdltiples epitopos peptidicos CTL y HTL. En el
presente ejemplo, los epitopos peptidicos portadores de supermotivos HLA-A2, -A3, -B7 y los epitopos peptidicos
portadores de motivos HLA-A1 y A24 se usan junto con epitopos portadores del supermotivo DR y/o epitopos DR3.
Los epitopos peptidicos portadores del supermotivo o motivo de HLA de clase | derivados de STEAP-1, se
seleccionan de modo que se representen supermotivos/motivos multiples para asegurar una amplia cobertura de
poblacién. De manera similar, los epitopos de HLA de clase Il se seleccionan de STEAP-1 para proporcionar una
amplia cobertura de poblacién, es decir, tanto los epitopos portadores del supermotivo HLA DR-1-4-7 como los
epitopos portadores del motivo HLA DR-3 se seleccionan para su inclusion en la construccién del minigen. Los
epitopos de CTL y HTL seleccionados se incorporan después en un minigen para la expresién en un vector de
expresion.

Dicha construccién puede incluir adicionalmente secuencias que dirigen los epitopos de HTL al reticulo
endoplasmatico. Por ejemplo, la proteina li puede fusionarse con uno o mas epitopos de HTL tal como se describe
en la técnica, donde la secuencia CLIP de la proteina li se elimina y se reemplaza con una secuencia epitépica de
HLA de clase Il de modo que el epitopo de HLA de clase |l se dirija al reticulo endoplasmatico, donde el epitopo se
une a moléculas de HLA de clase II.

Este ejemplo ilustra los métodos a usar para la construccién de un plasmido de expresion portador de minigen. Otros
vectores de expresién que pueden usarse para las composiciones de minigenes estan disponibles y son conocidos
por los expertos en la materia.

El plasmido de ADN del minigen de este ejemplo contiene una secuencia consenso Kozak y una secuencia sefial de
cadena ligera kappa Ig murina seguida de epitopos CTL y/o HTL seleccionados de acuerdo con los principios que se
divulgan en el presente documento. La secuencia codifica una fase de lectura abierta fusionada con la etiqueta
epitdpica de anticuerpo Myc y His codificada por el vector pcDNA 3.1 Myc-His.

Los oligonucleétidos solapantes que pueden, por ejemplo, , tener una longitud media de aproximadamente 70
nucleotidos con superposiciones de 15 nucleotidos, se sintetizan y se purifican mediante HPLC. Los oligonucleétidos
codifican los epitopos peptidicos seleccionados asi como nucleétidos enlazadores apropiados, la secuencia de
Kozak y la secuencia sefial. El minigen multiepitépico final se ensambla mediante la extension de los
oligonucledtidos solapantes en tres conjuntos de reacciones usando PCR. Se usa un instrumento de PCR
Perkin/Elmer 9600 y se realizan un total de 30 ciclos usando las siguientes condiciones: 95 °C durante 15 segundos,
temperatura de hibridacion (5 °C por debajo de la Tf mas baja calculada de cada par de cebadores) durante 30
segundos, y 72 °C durante 1 minuto.

Por ejemplo, un minigen se prepara del siguiente modo. Para una primera reaccion de PCR, se hibridan y extienden
5 ng de cada uno de dos oligonucleétidos: en un ejemplo usando ocho oligonucleétidos, es decir, cuatro pares de
cebadores, oligonucledtidos 1+2, 3+4, 5+6 y 7+8 se combinan en reacciones de 100 pul que contienen tamp6n de Pfu
polimerasa (1x= KCL 10 mM, (NH4)>SO4 10 mM, tris-cloruro 20 mM, pH 8,75, MgSO4 2 mM, Triton X-100 0,1 %,100
ug/ml de BSA), 0,25 mM de cada dNTP, y 2,5 U de Pfu polimerasa. Los productos diméricos de longitud completa se
purifican en gel, y se mezclan dos reacciones que contienen el producto de 1+2 y 3+4, y el producto de 5+6 y 7+8,
se hibridan y se extienden durante 10 ciclos. La mitad de las dos reacciones se mezclan después, y se llevan a cabo
5 ciclos de hibridacién y extension antes de anadir los cebadores flanqueantes para amplificar el producto de
longitud completa. El producto de longitud completa se purifica en gel y se clona en pCR-blunt (Invitrogen) y los
clones individuales se exploran por secuenciacion.

Ejemplo 23: construccion plasmidica y grado al cual ésta induce inmunogenicidad

El grado al cual una construccién plasmidica, por ejemplo, un plasmido construido de acuerdo con el Ejemplo
anterior, es capaz de inducir inmunogenicidad se confirma in vitro determinando la presentacion de epitopos CPA
seguido de transduccion y/o transfeccién de las CPA con una construccion de acido nucleico que expresa el epitopo.
Dicho estudio determina la “antigenicidad” y permite el uso de CPA humanas. El ensayo determina la capacidad el
epitopo de presentarse por medio de las CPA en un contexto reconocido por una célula B cuantificando la densidad
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de complejos de epitopo-HLA de clase | en la superficie celular. La cuantificacion puede realizarse midiendo
directamente la cantidad de péptido eluido de la CPA (véase, por ejemplo, Sijts et al., J. Immunol. 156: 683-692,
1996; Demotz et al., Nature 342: 682-684, 1989); o el niumero de complejos péptido-HLA de clase | puede estimarse
midiendo la cantidad de lisis o liberaciéon de linfocinas inducida por células diana enfermas o transfectadas, y
después determinar la concentracion de péptido necesaria para obtener niveles equivalentes de lisis o liberacion de
linfocinas (véase, por ejemplo, Kageyama et al., J. Immunol. 154: 567-576, 1995).

Como alternativa, la inmunogenicidad se confirma a través de inyecciones in vivo en ratones y posterior evaluacion
in vitro de la actividad de los CTL y HTL, que se analizan usando ensayos de citotoxicidad y proliferacion,
respectivamente, como se detalla, por ejemplo, en Alexander et al., Immunity 1: 751-761, 1994.

Por ejemplo, para confirmar la capacidad de una construccién minigen de ADN que contiene al menos un péptido de
supermotivo HLA-A2 para inducir las CTL in vivo, ratones transgénicos HLA-A2.1/K", por ejemplo, se inmunizan por
via intramuscular con 100 ug de ADNc desnudo. Como un medio para comparar el nivel de los CTL inducido
mediante inmunizacién con ADNc, un grupo control de animales también se inmuniza con una cantidad real de
composicién peptidica que comprende mudltiples epitopos sintetizados como un solo polipéptido y que podrian
codificarse por el minigen.

Los esplenocitos de los animales inmunizados se estimulan dos veces con cada una de las composiciones
respectivas (epitopos peptidicos codificados por en el minigen o el péptido poliepitdpico), después se ensayan para
determinar la actividad citotoxica especifica de péptido en un ensayo de liberacion de °'Cr. Los resultados indican la
magnitud de la respuesta CTL dirigida contra el epitopo restringido a A2, indicando por lo tanto la inmunogenicidad
in vivo de la vacuna de minigenes y vacuna poliepitépica.

Se descubre, por lo tanto, que el minigen suscita respuestas inmunitarias dirigidas contra los epitopos peptidicos del
supermotivo HLA-A2 tal como lo hace la vacuna peptidica poliepitdpica. También se realiza un analisis similar
usando otros modelos de ratén transgénico de HLA-A3 y HLA-B7 para evaluar la induccion de CTL por epitopos de
supermotivos o motivos de HLA-A3 y HLA-B7, de este modo se descubre también que el minigen suscita respuestas
inmunitarias apropiadas dirigidas contra los epitopos proporcionados.

Para confirmar la capacidad de un minigen, que codifica un epitopo de clase Il, de inducir los HTL in vivo, ratones
transgénicos de DR, o para esos epitopos que tienen reactividad cruzada con la molécula de MHC apropiada,
ratones |-A° restringidos, por ejemplo, se inmunizan por via intramuscular con 100 ng de ADN plasmidico. Como un
medio de comparacion del nivel de los HTL inducidos por inmunizacion con ADN, un grupo de animales control
también se inmunizd con una composicion peptidica real emulsionada en adyuvante completo de Freund. Las
células T CD4+, es decir los HTL, se purifican de esplenocitos de animales inmunizados y estimulados con cada una
de las respectivas composiciones (péptidos codificados en el minigen). La respuesta a HTL se mide usando un
ensayo de proliferaciéon con incorporacion de ®H-timidina, (véase, por ejemplo, Alexander et al. Immunity 1: 751-761,
1994). Los resultados indican la magnitud de la respuesta HTL, demostrando por lo tanto la inmunogenicidad in vivo
del minigen.

Los minigenes de ADN, construidos tal como se describe en el Ejemplo anterior, también pueden confirmarse como
una vacuna en combinacion con un agente de refuerzo usando un protocolo de sensibilizacién y refuerzo. El agente
de refuerzo puede consistir en una proteina recombinante (por ejemplo, Barnett et al, Aids Res. and Human
Retroviruses 14, Supplement 3: S299-S309, 1998) o una vacuna recombinante por ejemplo, que expresa un minigen
o un ADN que codifica la proteina de interés completa (véase, por ejemplo, Hanke et al., Vaccine 16: 439-445, 1998;
Sedegah et al., Proc. Natl. Acad. Sci EE.UU. 95: 7648-53, 1998; Hanke y McMichael, Immunol. Letters 66: 177-181,
1999; y Robinson et al., Nature Med. 5: 526-34, 1999).

Por ejemplo, la eficacia del minigen de ADN que se usa en un protocolo de sensibilizacion y refuerzo se evalla
inicialmente en ratones transgénicos. En este ejemplo, ratones transgénicos A2.1/K® se inmunizan IM con 100 ug de
un minigen de ADN que codifica los péptidos inmunogénicos incluyendo al menos un péptido portador de un
supermotivo HLA-A2. Después de un periodo de incubacién (que varia de 3 a 9 semanas), los ratones reciben un
refuerzo por via IP con 107 ufp/ratdbn de un virus de vacuna recombinante que expresa la misma secuencia
codificada por el minigen de ADN. Los ratones control se inmunizan con 100 ug de ADN o vacuna recombinante sin
la secuencia del minigen, o con ADN que codifica el minigen, pero sin el refuerzo de vacuna. Después de un periodo
de incubacion adicional de dos semanas, los esplenocitos de los ratones se ensayan inmediatamente para
determinar la actividad especifica peptidica en un ensayo ELISPOT. Adicionalmente, los esplenocitos se estimulan
in vitro con los epitopos peptidicos restringidos a A2 codificados en el minigen y la vacuna recombinante, después
se ensayan para determinar la actividad especifica del péptido en un ELISA de IFN alfa, beta y/o gamma.

Se ha descubierto que el minigen utilizado en un protocolo de sensibilizacion y refuerzo suscita mayores respuestas
inmunitarias contra los péptidos del supermotivo HLA-A2 que el ADN solo. Dicho analisis también puede realizarse
usando modelos de ratones transgénicos de HLA-A11 o HLA-B7 para evaluar la induccién de los CTL por epitopos
de motivos o supermotivos HLA-A3 o HLA-B7. El uso de protocolos de sensibilizacion y refuerzo en seres humanos
se describe mas adelante en el Ejemplo titulado “Induccion de Respuestas CTL Usando un Protocolo de
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Sensibilizacion y Refuerzo”.
Ejemplo 24: composiciones peptidicas para usos profilacticos

Las composiciones de vacuna de la presente invencién pueden usarse para impedir la expresién de STEAP-1 en
personas que estan en riesgo de tener tumores portadores de este antigeno. Por ejemplo, una composicién
epitdpica peptidica poliepitdpica (o un acido nucleico que la contenga) que contiene mdltiples epitopos CTL y HTL,
como los seleccionados en los Ejemplos anteriores, que también se seleccionan para dirigirse a mas del 80 % de la
poblacién, se administra a individuos que estan en riesgo de tener un tumor asociado a STEAP-1.

Por ejemplo, una composicion basada en péptidos se proporciona como un solo polipéptido que abarca multiples
epitopos. La vacuna se administra normalmente en una solucion fisiolégica que comprende un adyuvante, tal como
Adyuvante Incompleto de Freund. La dosis del péptido para la inmunizacién inicial es de aproximadamente 1 a
aproximadamente 50.000 g, generalmente de 100-5.000 pg, para un paciente de 70 kg. Después de la
administracion inicial de la vacuna se realizan dosificaciones de refuerzo a las 4 semanas seguido de evaluacion de
la magnitud de la respuesta inmunitaria en el paciente, mediante técnicas que determinan la presencia de
poblaciones de CTL especificas de epitopo, en una muestra de CMSP. Las dosis de refuerzo adicionales se
administran segun necesidad. Se descubre que la composicion es tanto segura como eficaz como una profilaxis
contra enfermedades asociadas a STEAP-1.

Como alternativa, para la administracién de una vacuna basada en acidos nucleicos, se usa una composicion que
normalmente comprende agentes de transfecciébn de acuerdo con metodologias conocidas en la técnica y
desveladas en el presente documento.

Ejemplo 25: composiciones de vacunas poliepitdpicas derivadas de secuencias nativas de STEAP-1

Una secuencia de poliproteina de STEAP-1 nativa se analiza usando preferentemente algoritmos informaticos
definidos para cada supermotivo o motivo de clase | y/o clase I, para identificar regiones “relativamente cortas” de la
poliproteina que comprenden mudltiples epitopos. Las regiones “relativamente cortas” tienen preferentemente una
longitud menor que la de un antigeno nativo completo. Esta secuencia relativamente corta que contiene multiples
epitopos distintos o solapantes, “anidados”, puede usarse para generar una construccion minigénica. La
construccion se modifica genéticamente para expresar el péptido, que corresponde a la secuencia de la proteina
nativa. El péptido “relativamente corto” tiene generalmente una longitud menor de 250 aminoacidos, a menudo
menor de 100 aminoacidos, preferentemente menor de 75 aminoacidos y mas preferentemente menor de 50
aminoacidos. La secuencia de la proteina de la composicion de vacuna se selecciona debido a su maximo ndamero
de epitopos contenido en la secuencia, es decir, tiene una alta concentracion de epitopos. Como se observa en el
presente documento, los motivos epitdépicos pueden estar anidados o pueden solaparse (es decir, con un
desplazamiento de fase relativo entre si). Por ejemplo, con epitopos solapantes, en un péptido de 10 aminoacidos
puede haber dos epitopos de 9-meros y un epitopo de 10-meros. Dicha composicion de vacuna se administra con
fines terapéuticos o profilacticos.

La composicién de vacuna incluira, por ejemplo, multiples epitopos CTL del antigeno STEAP-1 y al menos un
epitopo HTL. La secuencia poliepitépica nativa se administra bien como un péptido o como una secuencia de acidos
nucleicos que codifica el péptido. Como alternativa, puede prepararse un analogo de esta secuencia nativa, de modo
que uno o mas de los epitopos comprenda sustituciones que alteran las propiedades de reactividad cruzada y/o
afinidad de unidn del péptido poliepitopico.

Este ejemplo proporciona la posibilidad de que un aspecto aun no descubierto del procesamiento del sistema
inmunitario se aplique a la secuencia nativa anidada y de este modo facilite la produccién de composiciones de
vacuna que inducen una respuesta inmunitaria terapéutica o profilactica. Adicionalmente, dicha realizacion
proporciona la posibilidad de epitopos portadores de motivos para una o varias constituciones HLA que hasta ahora
se desconocen. Ademas, este ejemplo (excluyendo un ejemplo analogado) dirige la respuesta inmunitaria a
multiples secuencias peptidicas que estan realmente presentes en la STEAP-1 nativa, evitando por tanto la
necesidad de evaluar cualquier epitopo de unién. Finalmente, el ejemplo proporciona una economia de escala
cuando se producen composiciones de vacuna peptidicas o de acidos nucleicos.

En relacién con este ejemplo, se dispone de programas informaticos en la técnica que pueden usarse para
identificar, en una secuencia diana, el mayor nimero de epitopos por longitud de secuencia.

Ejemplo 26: composiciones de vacuna poliepitopicas de antigenos multiples

Los epitopos peptidicos de STEAP-1 de la presente invencidn se usan junto con epitopos de otros antigenos
asociados a tumores diana, para crear una composicién de vacuna que sea Util para la prevencion o el tratamiento
de cancer que expresa STEAP-1 y dichos otros antigenos. Por ejemplo, una composicién de vacuna puede
proporcionarse como un solo polinucleétido que incorpore mdltiples epitopos de STEAP-1, asi como antigenos
asociados a tumores que con frecuencia se expresan con un cancer diana asociado con la expresion de STEAP-1, o
puede administrarse como una composicion que comprenda un coctel de uno o mas epitopos distintos. Como
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alternativa, la vacuna puede administrarse como una construcciéon minigénica o como células dendriticas que se han
cargado con los epitopos peptidicos in vitro.

Ejemplo 27: uso de péptidos para evaluar una respuesta inmunitaria

Los péptidos de la invencion pueden usarse para analizar una respuesta inmunitaria para determinar la presencia de
anticuerpos especificos, dirigidos a CTL o HTL de STEAP-1. Dicho analisis puede realizarse del modo descrito por
Ogg et al., Science 279: 2103-2106, 1998. En este Ejemplo, los péptidos de acuerdo con la invenciéon se usan como
un reactivo con fines diagnésticos o pronésticos, no como un inmundégeno.

En este ejemplo se usan complejos tetraméricos (tetrameros) del antigeno leucocitario humano altamente sensibles
para un analisis transversal, por ejemplo, de frecuencias de los CTL especificos de STEAP-1 HLA-A*0201 de
individuos positivos a HLA A*0201 a diferentes estadios de enfermedad o después de la inmunizacion, que
comprende un péptido de STEAP-1 que contiene un motivo A*0201. Los complejos tetraméricos se sintetizan tal
como se describe (Musey et al, N. Engl. J. Med. 337: 1267, 1997). Brevemente, la cadena pesada de HLA
purificada (A*0201 en este ejemplo) y la B2-microglobulina se sintetizan por medio de un sistema de expresion
procariota. La cadena pesada se modifica por delecion de la cola citosélica transmembrana y la adicién en el
extremo COOH terminal de una secuencia que contiene un sitio de biotinilizacién enzimatico BirA. La cadena
pesada, la f2-microglobulina y el péptido se repliegan por dilucién. El producto replegado de 45-kD se aisla por
cromatografia liquida rapida de proteinas y después se marca con biotina mediante BirA en presencia de biotina
(Sigma, St. Louis, Missouri), adenosina 5’ trifosfato y magnesio. Se afiade conjugado de estreptavidina-ficoeritrina en
una relacién molar de 1:4, y el producto tetramérico se concentra a 1 mg/ml. El producto resultante se denomina
tetramero-ficoeritrina.

Para el andlisis de muestras de sangre de pacientes, se centrifugaron aproximadamente un millén de CMSP a 300 g
durante 5 minutos y se resuspendieron en 50 ul de solucién salina enfriada tamponada con fosfato. El andlisis
tricolor se realiza con el tetramero-ficoeritrina, junto con anti-CD8-tricolor y anti-CD38. Las CMSP se incuban con
tetramero y anticuerpos en hielo durante 30 a 60 minutos y después se lavan dos veces antes de la fijacién en
formaldehido. Se aplican ventanas que >99,98 % de las muestras de control. Los controles para los tetrameros
incluyen individuos tanto negativos a A*0201 como donantes no enfermos positivos a A*0201. El porcentaje de
células tefiidas con el tetramero se determina después por citometria de flujo. Los resultados indican el nimero de
células en la muestra de CMSP que contienen CTL restringidos a epitopo, indicado de este modo facilmente el
grado de respuesta inmunitaria contra el epitopo STEAP-1, y por tanto el estado de exposicién a STEAP-1, o
exposicién a una vacuna que suscita una respuesta protectora o terapéutica.

Ejemplo 28: uso de epitopos peptidicos para evaluar respuestas de recuerdo

Los epitopos peptidicos de la invencion se usan como reactivos para evaluar en pacientes respuestas de células T,
tales como respuestas agudas o de recuerdo. Dichos analisis puede realizarse en pacientes que se han recuperado
de una enfermedad asociada con STEAP-1 o que se han vacunado con una vacuna de STEAP-1.

Por ejemplo, puede analizarse la respuesta de CTL restringidos a la clase | de personas que se han vacunado. La
vacuna puede ser cualquier vacuna de STEAP-1. Se recogen CMSP de individuos vacunados y se tipifica el HLA.
Después, los epitopos peptidicos apropiados de la invencién que, Optimamente, portan supermotivos para
proporcionar reactividad cruzada con multiples miembros de la familia de supertipo HLA, se usan para el analisis de
muestras procedentes de individuos portadores de ese tipo de HLA.

Las CMSP de los individuos vacunados se separan en gradientes de densidad Ficoll-Histopaque (Sigma Chemical
Co., San Luis, MO), se lavan tres veces en HBSS (GIBCO Laboratories), se resuspenden en RPMI-1640 (GIBCO
Laboratories) se complementan con L-glutamina (2 mM), penicilina (50 U/ml), estreptomicina (50 pug/ml), - y Hepes
(10 mM) que contiene suero AB humano termoinactivado al 10 % (RPMI completo) y se siembran usando formatos
de microcultivo. Durante la primera semana de estimulacion, a cada pocillo se le afiade un péptido sintético que
comprende un epitopo de la invencion a 10 pg/ml y también a cada pocillo se le afiade el epitopo nucleo del VHB de
128-140 a 1 ug/ml como una fuente de células T auxiliares.

En el formato de microcultivo, se estimulan 4 x 10° CMSP con el péptido en 8 cultivos duplicados en placas de 96
pocillos de fondo redondo en 100 pl/pocillo de RPMI completo. Los dias 3 y 10, a cada pocillo se le afiaden 100 ul de
RPMI completo y una concentracién final de rIL-2 de 20 U/ml. El dia 7 los cultivos se transfieren a una placa de 96
pocillos de fondo plano y se reestimulan con péptido, riL-2 y 10° células alimentadoras autélogas irradiadas (3.000
rad). Los cultivos se ensayan para determinar la actividad citotéxica el dia 14. Una respuesta positiva a CTL necesita
dos 0 mas de ocho cultivos duplicados para presentar una liberacion especifica de Scr mayor del 10 %, basandose
en la comparacion con sujetos control no enfermos, como se describe anteriormente (Rehermann, et al., Nature
Med. 2: 1104,1108,1996; Rebennann et al., J. Clin. Invest. 97: 1655-1665, 1996; y Rebermann et al. J. Clin. Invest.
98: 1432-1440, 1996).
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Las lineas celulares diana son LCL-B transformados con el VEB autélogos o alogénicos que bien se adquieren en la
American Society for Histocompatibility and Immunogenetics (ASHI, Boston, MA) o se establecen a partir del
conjunto de pacientes tal como se describe (Guilhot, et al. J. Virol. 66: 2670-2678, 1992).

Los ensayos de citotoxicidad se realizan del siguiente modo. Células diana que consisten en la linea celular
linfoblastoidea B transformada con el VEB alogénicas emparejadas con HLA o autélogas se incuban durante toda la
noche con el epitopo peptidico sintético de la invencion a 10 uM, y se marcan con 100 puCi de *'Cr (Amersham
Corp., Arlington Heights, IL) durante 1 hora después de lo cual se lavan cuatro veces con HBSS.

La actividad citolitica se determina en un ensayo de liberaciéon de *'Cr convencional de 4 horas, en pocillos divididos
usando placas de 96 pocillos de fondo en U que contienen 3.000 dianas/pocillo. Las CMSP estimuladas se ensayan
a relaciones de efector/diana (E/D) de 20-50:1 el dia 14. El porcentaje de citotoxicidad se determina a partir de la
formula: 100 x [(liberacion experimental-liberacion espontanea)/liberacion maxima-liberacién espontanea)]. La
liberacion maxima se determina por lisis de dianas con detergente (Triton X-100 al 2 %; Sigma Chemical Co., San.
Luis, MO). La liberacion espontanea es <25 % de la liberacion méxima para todos los experimentos.

Los resultados de dicho andlisis indican el grado al cual las poblaciones de CTL restringidos a HLA se han
estimulado mediante exposicién previa a STEAP-1 0 a una vacuna de STEAP-1.

De manera similar, también pueden analizarse las respuestas de los HTL restringidos a la Clase Il. Las CMSP
purificadas se cultivan en una placa de 96 pocillos de fondo plano a una densidad de 1,5 x 10° células/pocillo y se
estimulan con 10 pg/ml de péptido sintético de la invencion, antigeno completo de STEAP-1, o PHA. Las células se
siembran rutinariamente en placas en copias de 4-6 pocillos para cada condicién. Después de siete dias de cultivo,
el medio se elimina y se reemplaza por medio reciente que contiene 10 U/ml de IL-2. Dos dias mas tarde, se afiade
1 uCi de ®H-timidina a cada pocillo y la incubacién contintia durante 18 horas mas. El ADN celular se recoge
después en tapetes de fibra y se analizan para determinar la i |ncorporaC|on de *H-timidina. La proliferaciéon de células
T especificas de antigeno se calcula como la relacion de la incorporacion de ®H-timidina en presencia de antigeno
dividido entre la incorporacion de ®H-timidina en ausencia de antigeno.

Ejemplo 29: induccion de respuestas especificas de CTL en seres humanos

Se configura un ensayo clinico humano para una composiciéon inmunogénica que comprende epitopos de CTL y HTL
de la invencién como un estudio IND de Fase | de aumento escalonado de la dosis y se lleva a cabo como un
ensayo aleatorio, doble ciego, controlado con placebo. Dicho ensayo se disefia, por ejemplo, del siguiente modo:

Participa un total de aproximadamente 27 individuos y se divide en 3 grupos:

Grupo I: a 3 sujetos se les inyecta placebo y a 6 sujetos se les inyecta 5 ug de composicién peptidica;
Grupo II: a 3 sujetos se les inyecta placebo y a 6 sujetos se les inyecta 50 ug de composicion peptidica;
Grupo llI: a 3 sujetos se les inyecta placebo y a 6 sujetos se les inyecta 500 pg de composicién peptidica.

Después de 4 semanas tras la primera inyeccion, todos los sujetos reciben una inoculaciéon de refuerzo a la misma
dosificacion.

Los criterios de valoracién medidos en este estudio se relacionan con la seguridad y tolerabilidad de la composicion
peptidica asi como con su inmunogenicidad. Las respuestas inmunitarias celulares para la composicion peptidica
son un indice de la actividad intrinseca de esta composicion peptidica, y por tanto pueden considerarse como una
medida de eficacia bioldgica. Lo siguiente resume los datos clinicos y de laboratorio que se relacionan con los
criterios de valoracién de seguridad y eficacia.

Seguridad: la frecuencia de sucesos adversos se controla en el grupo tratado con placebo y tratado con farmaco y
se evalla en términos de grado y reversibilidad.

Evaluacion de la Eficacia de la Vacuna: Para la evaluacién de la eficacia de la vacuna, a los sujetos se les extrae
sangre antes y después de la inyeccion. Las células mononucleares de sangre periférica se aislan de sangre
reciente heparinizada por centrifugacion en gradiente de densidad con Ficoll-Hypaque, se dividen en alicuotas en
medio de congelacién y se conservan congeladas. Las muestras se ensayan con respecto a la actividad CTL y HTL.

Se descubre que la vacuna es tanto segura como eficaz.

Ejemplo 30: ensayos clinicos de fase Il en pacientes que expresan STEAP-1

Los ensayos clinicos de fase Il se realizan para estudiar el efecto de la administracion de las composiciones
peptidicas CTL-HTL a pacientes que tienen cancer que expresan STEAP-1. Los objetivos principales del ensayo
clinico son determinar una dosis y un régimen eficaz para inducir los CTL en pacientes con cancer que expresan
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STEAP-1, establecer la seguridad de la induccién de una respuesta CTL y HTL en estos pacientes y observar qué
grado de activacion de los CTL mejora el cuadro clinico de estos pacientes, tal como se manifestd, por ejemplo, por
la reduccion y/o disminucién de las lesiones. Dicho estudio esta disefiado, por ejemplo, del siguiente modo:

los estudios se realizan en multiples centros. El disefio del estudio clinico es un protocolo de aumento
escalonado de la dosis, abierto, no controlado, en el que la composicion peptidica se administra como una sola
dosis seguida de una sola inyeccién de refuerzo de la misma dosis seis semanas después. Las dosificaciones
son 50, 500 y 5.000 microgramos por inyeccién. Se registran los efectos adversos asociados con el farmaco
(gravedad y reversibilidad).

Hay tres grupos de pacientes. Al primer grupo se le inyectan 50 microgramos de la composicion peptidica y al
segundo y tercer grupo 500 y 5.000 microgramos de la composicién peptidica, respectivamente. El intervalo de edad
de los pacientes de cada grupo es de 21 a 65 afios y representan diversos origenes étnicos. Todos ellos tienen un
tumor que expresa STEAP-1.

Las manifestaciones clinicas o respuestas de células T especificas de antigeno se controlan para evaluar los efectos
de la administracion de las composiciones peptidicas. Se descubre que la composicién de vacuna es tanto segura
como eficaz en el tratamiento de una enfermedad asociada con STEAP-1.

Ejemplo 31: induccion de respuestas CTL usando un protocolo de sensibilizacion y refuerzo

También puede usarse un protocolo de sensibilizacién y refuerzo similar en su principio subyacente al que se usa
para confirmar la eficacia de una vacuna de ADN en ratones transgénicos, tal como se describe anteriormente en el
Ejemplo titulado “construccién plasmidica y grado al cual ésta induce inmunogenicidad”, para la administracion de la
vacuna a seres humanos. Dicho régimen de vacunacién puede incluir una administracién inicial, por ejemplo, de
ADN desnudo seguido de un refuerzo usando virus recombinante que codifica la vacuna, o proteina/polipéptido o
una mezcla de péptidos administrada en un adyuvante.

Por ejemplo, la inmunizacion inicial puede realizarse usando un vector de expresion, tal como el que se construye en
el Ejemplo titulado “construccién de plasmidos de “minigenes” de ADN multiepitépico” en forma de acido nucleico
desnudo administrado por via IM (o SC o ID) en las cantidades de 0,5-5 mg en mdltiples sitios. El acido nucleico (0,1
a 1000 ug) también puede administrarse usando una pistola de genes. Tras de un periodo de incubacion de 3-4
semanas, se administra después una dosis de refuerzo. El refuerzo puede ser virus de la viruela aviar recombinante
administrado a una dosis de 5-10” a 5 x 10° ufp. Para el refuerzo también puede usarse un virus recombinante
alternativo, tal como VMA, viruela del canario, adenovirus o virus adenoasociado, t o puede administrarse la proteina
poliepitépica o una mezcla de los péptidos. Para la evaluacion de la eficacia de la vacuna, las muestras de sangre
del paciente se obtienen antes de la inmunizacion asi como a intervalos después de la administracion de la vacuna
inicial y dosis de refuerzo de la vacuna. Las células mononucleares de sangre periférica se aislan de sangre reciente
heparinizada por centrifugacion en gradiente de densidad con Ficoll-Hypaque, se dividen en alicuotas en medio de
congelacién y se conservan congeladas. Las muestras se ensayan para determinar la actividad CTL y HTL. El
andlisis de los resultados indica que se genera una magnitud de respuesta suficiente para alcanzar una inmunidad
terapéutica o protectora contra STEAP-1.

Ejemplo 32: administracion de composiciones de vacuna usando células dendriticas (CD

Las vacunas que comprenden epitopos peptidicos de la invencion pueden administrarse usando CPA, o CPA
“profesionales”, tales como CD. En este ejemplo, para estimular una respuesta de CTL in vivo se administran CD
pulsadas con péptidos a un paciente. En este método, las células dendriticas se aislan, se expanden y se pulsan
con una vacuna que comprende epitopos peptidicos de CTL y HTL de la invencién. Las células dendriticas se
vuelven a infundir en el paciente para suscitar respuestas CTL y HTL in vivo. Después, los CTL y HTL inducidos
destruyen o facilitan la destruccion, respectivamente, de las células diana portadoras de la proteina STEAP-1 de la
que se obtienen los epitopos de la vacuna.

Por ejemplo, se administra un coctel de péptidos que comprende epitopos ex vivo a CMSP, o a CD aisladas de los
mismos. Se puede usar un agente farmacéutico para facilitar la recogida de las CD, tal como Progenipoietin™
(Monsanto, San Luis, MO) o GM-CSF/IL-4. Después de pulsar las CD con péptidos, y antes de la reinfusién en los
pacientes, las CD se lavan para eliminar los péptidos no unidos.

Tal como se aprecia clinicamente y determina facilmente un experto basandose en resultados clinicos, el nimero de
CD reinfundidas en el paciente puede variar (véase, por ejemplo, Nature Med. 4: 328, 1998; Nature Med. 2: 52, 1996
and Prostate 32: 272, 1997). Aunque se administran normalmente de 2-50 x 10° CD por paciente, también pueden
proporcionarse nuimeros mayores de CD, tales como 10’ o 10%. Dichas poblaciones celulares normalmente
contienen entre el 50-90 % de CD.

Las CMSP cargadas con péptido pueden inyectarse en pacientes sin purificacion de las CD. Por ejemplo, las CMSP
generadas después del tratamiento con un agente tal como Progenipoietin™ se inyectan en pacientes sin
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purificacién de las CD. El numero total de CMSP que se administra a menudo varia de 10% a 10'°. Generalmente, las
dosis celulares inyectadas en pacientes se basan en el porcentaje de CD en la sangre de cada paciente, tal como se
determina, por ejemplo, mediante andlisis de inmunofluorescencia con anticuerpos anti CD especificos. Por lo tanto,
por ejemplo, si la Progenipoietin™ moviliza el 2 % de las CD en la sangre periférica de un paciente determinado, y
este paciente va a recibir 5 x 10°® CD, entonces al paciente se le inyectara un total de 2,5 x 10% CMSP cargadas con
péptidos. El porcentaje de CD movilizadas con un agente tal como Progenipoietin™ normalmente se estima que es
de 2-10 %, pero puede variar como apreciara un experto en la materia.

Activacion ex vivo de respuestas CTL/HTL

Como alternativa, pueden inducirse respuestas CTL o HTL ex vivo contra antigenos STEAP-1 incubando, en cultivo
tisular, células precursoras de CTL o HTL, o genéticamente compatibles, del paciente, junto con una fuente de CPA,
tal como CD, y péptidos inmunogénicos. Después de un tiempo de incubacién apropiado (normalmente entre 7-28
dias), en el que las células precursoras se activan y se expanden en células efectoras, las células se infunden al
paciente, donde estas destruiran (CTL) o facilitaran la destrucciéon (HTL) de sus células diana especificas, es decir,
células tumorales.

Ejemplo 33: un método alternativo de identificacion y confirmacion de péptidos portadores de motivos

Otro método de identificacion y confirmacion de péptidos portadores de motivos es eluirlos de células portadoras de
moléculas definidas de MHC. Por ejemplo, las lineas de células B transformadas con el VEB que se usan para la
tipificacion tisular, se han caracterizado extensivamente para determinar que moléculas de HLA expresan. En
determinados casos estas células expresan exclusivamente un solo tipo de moléculas HLA. Estas células pueden
transfectarse con acidos nucleicos que expresan el antigeno de interés, por ejemplo STEAP-1. Los péptidos
producidos por procesamiento de péptidos antigénicos enddégenos que se producen como resultado de una
transfeccién se uniran después a moléculas de HLA en la célula y se transportaran y mostraran en la superficie
celular. Los péptidos se eluyen después de las moléculas HLA por exposiciéon a condiciones acidas suaves y su
secuencia de amino&cidos se determina, por ejemplo, mediante analisis de espectrometria de masas (por ejemplo,
Kubo et al., J. Immunol. 152: 3913, 1994). Debido a que la mayor parte de los péptidos que se unen a una molécula
particular de HLA son portadores del motivo, esta es una modalidad alternativa para obtener los péptidos portadores
de motivos correlacionados con la molécula de HLA particular expresada en la célula.

Como alternativa, las lineas celulares que no expresan las moléculas de HLA enddgenas pueden transfectarse con
una construccion de expresion que codifica un solo alelo de HLA. Estas células pueden usarse después tal como se
describe, es decir, pueden transfectarse con acidos nucleicos que codifican STEAP-1 para aislar péptidos que
corresponden a STEAP-1 que se han presentado en la superficie celular. Los péptidos obtenidos de dicho analisis
portaran uno o mas motivos que corresponden a la union al alelo de HLA Unico que se expresa en la célula.

Como se aprecia en la técnica, se puede realizar un andlisis similar en una célula portadora de mas de un alelo de
HLA y posteriormente determinar péptidos especificos para cada alelo de HLA expresado. Ademas, el experto podra
reconocer también que medios, distintos de la transfeccion, tales como cargar con un antigeno proteico, pueden
usarse para proporcionar una fuente de antigenos a la célula.

Ejemplo 34: polinucleétidos complementarios

Las secuencias complementarias a las secuencias que codifican STEAP-1, o cualquier parte de las mismas, se usan
para detectar, disminuir, o inhibir la expresion de STEAP-1 de origen natural. Aunque se describe el uso de
oligonucledtidos que comprenden aproximadamente de 15 a 30 pares de bases, esencialmente se usa el mismo
procedimiento con fragmentos de secuencias mas pequefios o0 mas grandes. Se disefian oligonucleétidos
apropiados usando, por ejemplo, el programa informatico OLIGO 4.06 (National Biosciences) y la secuencia
codificante de STEAP-1. Para inhibir la transcripcién, se disefia un oligonucleé6tido complementario a partir de la
secuencia mas exclusiva 5’ y se usa para impedir la unién del promotor con la secuencia codificante. Para inhibir la
traduccion, se disefia un oligonucleétido complementario para impedir la unién ribosémica con un transcrito que
codifica STEAP-1.

Ejemplo 35: purificacion de STEAP-1 de origen natural o recombinante usando anticuerpos especificos de
STEAP-1

STEAP-1 de origen natural o recombinante se purifica sustancialmente por cromatografia de inmunoafinidad usando
anticuerpos especificos para STEAP-1. Se construye una columna de inmunoafinidad por acoplamiento covalente de
anticuerpo anti STEAP-1 con una resina cromatografica activada, tal como SEPHAROSE activada con CNBr
(Amersham Pharmacia Biotech). Después del acoplamiento, la resina se bloguea y se lava segun las instrucciones
del fabricante.

Los medios que contienen STEAP-1 se pasan sobre la columna de inmunoafinidad y la columna se lava en
condiciones que permitan la absorbancia preferencial de STEAP-1 (por ejemplo, tampones de alta fuerza iénica en
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presencia de detergente). La columna se eluye en condiciones que interrumpen la unién anticuerpo/STEAP-1 (por
ejemplo, un tampdn de pH 2 a pH 3, 0 una alta concentracion de un caétropo, tal como urea o idn de tiocianato), y se
recoge la GCR.P.

Ejemplo 36: identificacion de moléculas que interaccionan con STEAP-1

STEAP-1, o fragmentos biolégicamente activos de la misma, se marcan con reactivo Bolton-Hunter marcado con

'I. (Véase, por ejemplo, Bolton et al. (1973) Biochem. J. 133: 529). Las moléculas candidato previamente
dispuestas en los pocillos de una placa multipocillo, se incuban con la STEAP-1 marcada, se lavan y se analiza
cualquiera de los pocillos con el complejo de STEAP-1 marcada. Los datos obtenidos usando diferentes
concentraciones de STEAP-1 se usan para calcular valores para el nimero, la afinidad y la asociacién de STEAP-1
con las moléculas candidato.

Ejemplo 37: ensayo in vivo para la promocion del crecimiento tumoral de STEAP-1

El efecto de la proteina STEAP-1 sobre el crecimiento de células tumorales se evalla in vivo evaluando el desarrollo
de tumores y el crecimiento de células que expresan o carecen de STEAP-1. Por ejemplo, se inyecta a ratones SCID
por via subcutanea en cada flanco 1 x 10° de lineas celulares 3T3 o de cancer de préstata (por ejemplo células PC3)
que contiene el vector vacio tkNeo o STEAP-1. Pueden usarse al menos dos estrategias: (1) expresion constitutiva
de STEAP-1 bajo la regulacién de un promotor tal como un promotor constitutivo obtenido de genomas de virus tales
como el virus de polioma, virus de la viruela aviar (documento UK 2.211.504 publicado el 5 de julio de 1989),
adenovirus (tal como Adenovirus 2), virus del papiloma bovino, virus del sarcoma aviar, citomegalovirus, un
retrovirus, virus de la hepatitis B, Virus del Simio 40 (SV40), o de promotores heterélogos de mamiferos, por
ejemplo, el promotor de actina o un promotor de inmunoglobulina, a condicién de que dichos promotores sean
compatibles con los sistemas de células hospedadoras y (2) expresion regulada bajo el control de un sistema de
vector inducible, tal como ecdisona, tetraciclina, etc. a condicién de que dichos promotores sean compatibles con los
sistemas de las células hospedadoras. El volumen tumoral se controla después por medicion con calibre en la
aparicién de tumores palpables y se sigue a lo largo del tiempo para determinar si las células que expresan STEAP-
1 crecen a una tasa mayor y si los tumores producidos por células que expresan STEAP-1 demuestran
caracteristicas de agresividad alterada (por ejemplo metastasis potenciadas, vascularizacién, respuesta reducida a
farmacos quimioterapéuticos).

Adicionalmente, se pueden implantar a los ratones 1 x 10° de las mismas células ortotépicamente para determinar si
STEAP-1 tiene un efecto sobre el crecimiento local en la prostata, y si STEAP-1 afecta a la capacidad de las células
a metastatizar, especificamente en ganglios linfaticos y hueso (Mild T et al, Oncol Res. 2001; 12: 209; Fu X et al, Int
J Cancer. 1991, 49: 938). El efecto de STEAP en la formacién y crecimiento de tumores éseos puede evaluarse
inyectando células tumorales de prostata por via intratibial.

El ensayo también es util para determinar el efecto inhibidor de STEAP-1 de las composiciones terapéuticas
candidato, tales como por ejemplo, intracuerpos de STEAP-1, moléculas antisentido y ribozimas de STEAP-1.

Ejemplo 38: inhibicion mediada por anticuerpo monoclonal de STEAP-1 de tumores de prostata in vivo

La expresion significativa de STEAP-1 en tejidos cancerosos y la localizacién en superficie, junto con su expresion
restringida en tejidos normales hace de STEAP-1 una buena diana para la terapia con anticuerpos. De manera
similar, STEAP-1 es una diana para la inmunoterapia basada en células T. Por lo tanto, la eficacia terapéutica de los
Acm anti-STEAP-1 en modelos de ratdn de xenoinjerto de cancer de préstata humano se evalGa usando lineas
celulares recombinantes tales como PC3-STEAP-1 y 3T3-STEAP-1 (véase, por ejemplo, Kaighn, M. E., et al., Invest
Urol, 1979. 17(1): 16-23), asi como modelos de xenoinjerto de préstata humana tales como LAPC 9AD (Saffran et al
PNAS 1999, 10: 1073-1078).

La eficacia del anticuerpo sobre el crecimiento tumoral y la formacién de metéastasis se estudian, por ejemplo, en
modelos de xenoinjerto de cancer de prostata ortotdpicos de ratdon. Los anticuerpos pueden no estar conjugados, tal
como se explica en este ejemplo, o pueden estar conjugados con una modalidad terapéutica, tal como se aprecia en
la técnica. Los Acm anti-STEAP-1 inhiben la formacién de xenoinjertos tanto de pulmén como de préstata. Los Acm
anti-STEAP-1 también retrasan el crecimiento de tumores ortotopicos establecidos y prolongan la supervivencia de
ratones portadores del tumor. Estos resultados indican la utilidad de los Acm anti-STEAP-1 en el tratamiento de
cancer de préstata local en estadios avanzados. (Véase, por ejemplo, Saffran, D., et al., PNAS 10: 1073-1078 o la
URL de la red mundial informatica www pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.051624698).

La administracion de los Acm anti-STEAP-1 condujo al retraso del crecimiento de tumores ortot6picos establecidos y
a la inhibiciébn de metastasis a sitios distantes, dando como resultado una prolongacién significativa de la
supervivencia de los ratones que portaban el tumor. Estos estudios indican que STEAP-1 es una diana atractiva
para la inmunoterapia y demuestran el potencial terapéutico de los Acm anti-STEAP-1 para el tratamiento de cancer
de prostata local y metastasico. Este ejemplo demuestra que los anticuerpos monoclonales no conjugados de
STEAP-1 son eficaces para la inhibicién del crecimiento de xenoinjertos de tumores de préstata humanos en ratones
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SCID; por consiguiente una combinacién de dichos anticuerpos monoclonales eficaces también es efectiva.
Inhibicion del tumor usando multiples Acm de STEAP-1 no conjugados

Materiales y métodos

Anticuerpos monoclonales de STEAP-1:

Los anticuerpos monoclonales se suscitan contra STEAP-1 tal como se describe en el Ejemplo titulado “Generacion
de Anticuerpos Monoclonales (Acm) de STEAP-1”. Los anticuerpos se caracterizan mediante ELISA, transferencia
de Western, FACS e inmunoprecipitacion para su capacidad de unirse a STEAP-1. Los datos del mapeo epitdpico
de los Acm anti-STEAP-1, tal como se determina mediante ELISA y andlisis de transferencia de Western, reconocen
epitopos en la proteina STEAP-1. Se realiza el andlisis inmunohistoquimico de los tejidos de cancer de préstata y de
las células con estos anticuerpos.

Los anticuerpos monoclonales se purifican de la ascitis de sobrenadantes de cultivo de tejidos de hibridomas
mediante cromatografia de Proteina G Sefarosa, se dializan contra PBS, se esterilizan mediante filtracion y se
conservan a -20 °C. Las determinaciones de las proteinas se realizan mediante un ensayo de Bradford (Bio-Rad,
Hercules, CA). Se prepara un anticuerpo monoclonal terapéutico o un coctel que comprende una mezcla de
anticuerpos monoclonales individuales y se usa para el tratamiento de ratones que reciben inyecciones subcutaneas
u ortotopicas de xenoinjertos de tumores UM-UC3 y Calul.

Lineas celulares y xenoinjertos

Las lineas celulares de cancer de prostata, lineas celulares PC3 y LNCaP asi como la linea de fibroblastos NIH 3T3
(Coleccion Americana de Cultivos Tipo) se mantienen en RPMI y DMEM respectivamente, complementado con L-
glutaminay FBS al 10 %.

Las poblaciones celulares de PC3-STEAP-1 y 3T3-STEAP-1 se generan mediante transferencia génica retroviral tal
como se describe en Hubert, R. S., et al., Proc Natl Acad Sci USA, 1999. 96(25): 14523.

El xenoinjerto de LAPC-9, que expresa un receptor androgénico de tipo silvestre y produce antigeno especifico de
préstata (PSA), se transfiere a ratones macho con inmunodeficiencia severa combinada (SCID)-ICR de 6 a 8
semanas de vida (Taconic Farms) mediante implante trocar s.c. (Craft, N., et al., Nat Med. 1999, 5: 280). Se
preparan suspensiones unicelulares de células tumorales LAPC-9 tal como se describe en Craft, et al..

Modelos de xenoinjertos en ratén

Los tumores subcutaneos (s.c.) se generan mediante inyeccién de 1 x 10° células cancerosas mezcladas en una
diluciéon 1:1 con Matrigel (Collaborative Research) en el flanco derecho de ratones macho SCID. Para ensayar la
eficacia del anticuerpo sobre la formacién de tumor, es decir, las inyecciones de anticuerpo comienzan el mismo dia
que las inyecciones de células tumorales. Como control, los ratones reciben una inyeccién de IgG purificada de ratdon
(ICN) o PBS; o de un anticuerpo monoclonal purificado que reconoce un antigeno irrelevante que no se expresa en
células humanas. En estudios preliminares, no se encuentran diferencias entre las IgG de ratén o el PBS sobre el
crecimiento tumoral. Los tamafos tumorales se determinan por mediciones con calibre, y el volumen tumoral se
calcula como longitud x anchura x altura. Los ratones con tumores subcutaneos mayores de 1,5 cm de diametro se
sacrifican.

Las inyecciones ortotopicas se realizan con anestesia usando quetamina/xilacina. Para los estudios ortotopicos de la
préstata, se hace una incisién a través del abdomen para exponer la préstata y las células tumorales LAPC o PC3 (5
X 105) mezcladas con Matrigel se inyectan en la capsula prostatica a un volumen de 10 pl. Para controlar el
crecimiento tumoral, se palpa a los ratones y se les extrae sangre semanalmente para medir los niveles de PSA. Los
ratones se separan en grupos para los tratamientos apropiados, con inyecciones i.p. de los Acm anti-STEAP-1 o
control.

Los Acm anti-STEAP-1 inhiben el crecimiento de tumores cancerosos de xenoinjerto que expresan STEAP-1

El efecto de los Acm anti-STEAP-1 sobre la formacién de tumores se ensaya usando modelos ortotépicos de LNCaP
y LAPC9. Tal como se compara con el modelo de tumor s.c., el modelo ortotépico, que requiere la inyeccion de
células tumorales directamente en la prostata del ratén, respectivamente, da como resultado un crecimiento tumoral
local, un desarrollo de metastasis en sitios distales, un deterioro de la salud del ratén y muerte posterior (Saffran, D.,
et al., PNAS anteriormente mencionado). Las caracteristicas hacen que el modelo ortotépico sea mas representativo
de la progresién de la enfermedad humana y permiten el seguimiento del efecto terapéutico de los Acm en criterios
de valoracion final clinicamente relevantes.

Por consiguiente, las células tumorales se inyectan en la prostata del ratén, y 2 dias mas tarde, los ratones se
separan en dos grupos y se tratan bien con: a) 200-500 pg de Ac anti-STEAP-1 o b) PBS tres veces por semana
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durante de dos a cinco semanas.

Una ventaja principal de los modelos ortotépicos de cancer es la capacidad de estudiar el desarrollo de metéastasis.
La formacién de metastasis en ratones portadores de tumores ortotopicos establecidos se estudia mediante analisis
de IHC en secciones de pulmén usando un anticuerpo contra una proteina de la superficie celular especifica de
tumor, tal como anti-CK20, para cancer de prostata (Lin S et al, Cancer Detect Prev. 2001; 25: 202).

Otra ventaja de los modelos de xenoinjertos de cancer es la capacidad de estudiar la neovascularizacion y la
angiogénesis. El crecimiento tumoral es parcialmente dependiente del desarrollo de nuevos vasos sanguineos.
Aunque el sistema capilar y el desarrollo de la red sanguinea se origina en el hospedador, la iniciacién y la
arquitectura de la neovasculatura estan reguladas por el xenoinjerto tumoral (Davidoff AM et al, Clin Cancer Res.
2001; 7: 2870; Solesvik O et al’ Eur J Cancer Clin Oncol. 1984, 20: 1295). El efecto de los anticuerpos y las
moléculas pequefas en la neovascularizacion se estudia de acuerdo con procedimientos conocidos en la técnica,
tales como por analisis de IHC de tejidos tumorales y su microambiente circundante.

A ratones portadores de tumores ortotépicos establecidos se les administran inyecciones de 1000 ug de Acm anti-
STEAP-1 o PBS durante un periodo de 4 semanas. A los ratones de ambos grupos se les permite que se establezca
una alta carga tumoral, para asegurar una alta frecuencia de formacién de metastasis en los pulmones de los
ratones. Después, los ratones se sacrifican y sus vejigas, higados, huesos y pulmones se analizan para la
determinar la presencia de células tumorales mediante anadlisis de IHC. Estos estudios demuestran una amplia
eficacia antitumoral de anticuerpos anti-STEAP-1 en la iniciacién y progresién de cancer de préstata en modelos de
xenoinjertos en ratén. Los anticuerpos anti-STEAP-1 inhiben la formacién de tumores y también retrasan el
crecimiento de tumores ya establecidos y prolongan la supervivencia de los ratones tratados. Ademas, los Acm anti-
STEAP-1 demuestran un efecto inhibidor drastico en la diseminacién de tumores de préstata locales a sitios distales,
incluso en presencia de una gran carga tumoral. Por lo tanto, los Acm anti-STEAP-1 son eficaces en los principales
criterios de valoracion clinicamente relevantes (crecimiento tumoral), prolongacién de la supervivencia y salud.

Ejemplo 39: uso terapéutico y diagndstico de los anticuerpos anti-STEAP-1 en seres humanos.

Los anticuerpos monoclonales anti-STEAP-1 se usan de forma segura y eficaz para fines diagnésticos, profilacticos,
prondsticos y/o terapéuticos en seres humanos. Los andlisis de transferencia de Western e inmunohistoquimicos de
los tejidos cancerosos y de los xenoinjertos de cancer con Acm anti-STEAP-1 muestran una fuerte tincién extensa
en el carcinoma pero significativamente menor o niveles indetectables en tejidos normales. La deteccion de STEAP-
1 en carcinoma y en enfermedad metastasica demuestra la utilidad del Acm como un indicador diagndstico y/o
pronéstico. Los anticuerpos anti-STEAP-1 se usan por lo tanto en aplicaciones diagnosticas tales como
inmunohistoquimica de especimenes de biopsia rifidn para detectar cancer de pacientes sospechosos.

Tal como se determina mediante citometria de flujo el Acm anti-STEAP-1 se une especificamente a células de
carcinoma. Por lo tanto, los anticuerpos anti-STEAP-1 se usan en aplicaciones diagnésticas de formacién de
imagenes de cuerpo completo, tales como radioinmunoescintigrafia y radioinmunoterapia (véase, por ejemplo,
Potamianos S., et al. Anticancer Res 20(2A): 925-948 (2000)) para la deteccion de céanceres localizados vy
metastasicos que muestran expresién de STEAP-1. La eliminacién o liberacion de un dominio extracelular de
STEAP-1 en el medio extracelular de STEAP-1, tal como el que se observa para la fosfodiesterasa alcalina B10
(Meerson, N. R., Hepatology 27: 563-568 (1998)), permite la deteccién diagnéstica mediante anticuerpos anti-
STEAP-1 en suero y/o muestras de orina de pacientes sospechosos.

Los anticuerpos anti-STEAP-1 que se unen especificamente es STEAP-1 se usan en aplicaciones terapéuticas para
el tratamiento de canceres que expresan STEAP-1. Los anticuerpos anti-STEAP-1 se usan como una modalidad no
conjugada y como una forma conjugada en la que los anticuerpos se unen a una de diversas modalidades
terapéuticas o de formacion de imagenes bien conocidas en la técnica, tales como un profarmaco, enzimas o
radioisotopos. En estudios preclinicos, los anticuerpos anti-STEAP-1 no conjugados y conjugados se ensayan para
determinar la eficacia de la prevencion de tumores y la inhibicion del crecimiento de los modelos de xenoinjerto de
cancer en ratones SCID, por ejemplo, modelos de cancer de rinidbn AGS-K3 y AGS-K6, (véase, por ejemplo, el
Ejemplo titulado “Inhibicién mediada por Anticuerpos Monoclonales STEAP-1 de Tumores de Vejiga y Pulmén In
Vivo”). Se usan bien anticuerpos conjugados o no conjugados anti-STEAP-1 como una modalidad terapéutica en
ensayos clinicos humanos bien solo 0 en combinacion con otros tratamientos tal como se describe en los siguientes
Ejemplos.

Ejemplo 40: ensayos clinicos humanos para el tratamiento y diagnostico de carcinomas humanos a través
del uso de anticuerpos anti-STEAP-1 in vivo

Se usan los anticuerpos de acuerdo con al presente invencion que reconocen un epitopo de STEAP-1, y se usan en
el tratamiento de determinados tumores tales como los enumerados en la Tabla |. Basandose en una serie de
factores, incluyendo los niveles de expresion de STEAP-1, tumores tales como los enumerados en la Tabla | son
actualmente indicaciones preferidas. En relacion con cada una de estas indicaciones, se aplican satisfactoriamente
tres enfoques clinicos.
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I.) Terapia complementaria: en la terapia complementaria, los pacientes se tratan con anticuerpos anti-STEAP-1
en combinacién con un agente quimioterapéutico o antineoplasico y/o radioterapia. Las dianas primarias del
cancer, tales como las enumeradas en la Tabla I, se tratan bajo protocolos convencionales mediante la adicién
de anticuerpos anti-STEAP-1 para la terapia convencional de primera y segunda linea. Los disefios de los
protocolos abordan la efectividad tal como se evalla mediante la reduccion en la masa tumoral asi como la
capacidad de reducir las dosis habituales de quimioterapia convencional. Estas reducciones de la dosificacion
permiten terapia adicional y/o prolongada mediante la reducciéon de la toxicidad relacionada con la dosis del
agente quimioterapéutico. Los anticuerpos anti-STEAP-1 se utilizan en diversos ensayos clinicos
complementarios en combinacién con los agentes quimioterapéuticos o antineoplasicos adriamicina (cancer de
préstata avanzado), cisplatino (cancer de cabeza y cuello avanzado y carcinomas de pulmoén); taxol (cancer de
mama), y doxorrubicina (preclinico).

Il.) Monoterapia: en relacion con el uso de los anticuerpos anti-STEAP-1 en monoterapia de tumores, los
anticuerpos se administran a pacientes sin un agente quimioterapéutico o antineoplasico. En una realizacion, la
monoterapia se realiza clinicamente en pacientes de estadio terminal de cancer con enfermedad metastésica
extensiva. Los pacientes muestran alguna estabilizacion de la enfermedad. Los ensayos demuestran un efecto
en pacientes refractarios con tumores cancerosos.

I11.) Agente formador de imagenes: a través de la unién de un radiontclido (por ejemplo, yodo o itrio (1'*', Y*%) con
anticuerpos anti-STEAP-1, los anticuerpos radiomarcados se utilizan como agente de diagndstico y/o formador
de imagenes. En dicho papel, los anticuerpos marcados localizan tumores sélidos, asi como lesiones
metastasicas de células que expresan STEAP-1. En relacién con el uso de los anticuerpos anti-STEAP-1 como
agentes formadores de imagenes, los anticuerpos se usan como un complemento para el tratamiento quirdrgico
de tumores sélidos, como una exploracion prequirirgica asi como también un seguimiento postoperatorio para
determinar que tumores permanecen y/o que tumores reaparecen. En una realizacién, un anticuerpo (111 In)-
STEAP-1 se usa como un agente formador de imagenes en un ensayo clinico en humanos de Fase | en
pacientes que tienen un carcinoma que expresa STEAP-1 (por analogia véase, por ejemplo, Divgi et al. J. Natl.
Cancer Inst. 83: 97-104 (1991)). Se sigue a los pacientes con una camara gamma convencional, anterior y
posterior. Los resultados indican que se identifican lesiones primarias y lesiones metastasicas.

Dosis y vias de administracién

Como apreciaran los expertos habituales en la materia, las cuestiones de dosificacion pueden determinarse
comparando con productos analogos del entorno clinico. Por tanto, los anticuerpos anti-STEAP-1 pueden
administrarse a dosis en el intervalo de 5 a 400 mg/mz, usandose la dosis mas baja, por ejemplo, en relacién con
estudios de seguridad. La afinidad de los anticuerpos anti-STEAP-1 con respecto a la afinidad de un anticuerpo
conocido para su diana es un parametro usado por los expertos en la materia para determinar regimenes de dosis
analogos. Adicionalmente, los anticuerpos anti-STEAP-1 que son anticuerpos completamente humanos, en
comparacién con el anticuerpo quimérico, tienen una eliminacién mas lenta; por consiguiente, la dosificacion en
pacientes con dichos anticuerpos anti-STEAP-1 completamente humanos, puede ser mas baja, quizés en el
intervalo de 50 a 300 mg/m?, y aun siguen siendo eficaces. La dosificacion en mg/m?, en oposicion a la medicion
convencional de dosis en mg/kg, es una medicién basada en el area de superficie y es una medicion de dosificacién
conveniente que se disefia para incluir pacientes de todos los tamafos, desde nifios a adultos.

Tres distintos enfoques de suministro son Utiles para el suministro de los anticuerpos anti-STEAP-1. El suministro
intravenoso convencional es una técnica de suministro convencional para numerosos tumores. Sin embargo, en
relaciébn con tumores en la cavidad peritoneal, tales como tumores de los ovarios, conductos biliares, otros
conductos y similares, la administracion intraperitoneal puede confirmarse favorable para obtener una alta dosis de
anticuerpo en el tumor y para minimizar también la eliminacién de los anticuerpos. De un modo similar, determinados
tumores solidos poseen vasculatura que es apropiada para la perfusion regional. La perfusién regional permite una
alta dosis de anticuerpo en el sitio de un tumor y minimiza la eliminacioén a corto plazo del anticuerpo.

Plan de desarrollo clinico (PDC)

Vision general: el PDC sigue y desarrolla tratamientos de anticuerpos anti-STEAP-1 en relacion con terapia
complementaria, monoterapia y como un agente formador de imagen. Los ensayos clinicos demuestran inicialmente
seguridad y posteriormente confirman la eficacia de dosis repetidas. Los ensayos clinicos son abiertos comparando
la quimioterapia convencional con la terapia convencional mas los anticuerpos anti-STEAP-1. Tal como se apreciara,
un criterio que puede utilizarse en relacion con la incorporacién de pacientes son los niveles de expresion de
STEAP-1 en sus tumores, determinados por biopsia.

Al igual que cualquier agente terapéutico basado en la infusién de proteinas o anticuerpos, las cuestiones de
seguridad estan relacionadas principalmente con (i) sindrome de liberacion de citocinas, es decir, hipotension, fiebre,
convulsiones, enfriamiento; (ii) el desarrollo de una respuesta inmunogénica contra el material (es decir, desarrollo
de anticuerpos humanos por el paciente contra el anticuerpo terapéutico o respuesta HAHA); vy, (iii) toxicidad contra
células normales que expresan STEAP-1. Los ensayos y seguimiento convencionales se utilizan para controlar cada
una de estas cuestiones de seguridad. Se descubre que los anticuerpos anti-STEAP-1 son seguros tras su
administracion en seres humanos.
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Ejemplo 41: ensayo clinico en humanos de terapia complementaria con anticuerpo anti-STEAP-1 humano y
agente guimioterapéutico

Se inicia un ensayo clinico en humanos de fase | para evaluar la seguridad de seis dosis intravenosas de un
anticuerpo anti-STEAP-1 humano en relacion con el tratamiento de un tumor soélido, por ejemplo, un cancer de un
tejido enumerado en la Tabla I. En el estudio, se evalla la seguridad de dosis sencillas de anticuerpos anti-STEAP-1
cuando se utilizan como una terapia complementaria contra un agente antineoplasico o quimioterapéutico, como se
define en el presente documento, tal como, sin limitacidn: cisplatino, topotecan, doxorrubicina, adriamicina, taxol o
similares. El disefio del ensayo clinico incluye el suministro de seis dosis sencillas de un anticuerpo anti-STEAP-1
con una dosificacion de anticuerpo cada vez mayor de aproximadamente 25 mg/m 2 a aproximadamente 275 mg/m 2
durante el transcurso del tratamiento de acuerdo con el siguiente régimen:

Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28 Dia 35
Dosis de Acm 25 mg/m* 75 mg/m® z25 mg/m* 175 mg/m?® 225 mg/m* 275 mg/m?
Quimioterapia (dosis convencional) + + + + + +

Durante una semana después de cada administracién del anticuerpo y de la quimioterapia se realiza un estrecho
seguimiento de los pacientes. En particular, se evalla a los pacientes con relaciéon a las cuestiones de seguridad
anteriormente mencionadas: (i) sindrome de liberacién de citocinas, es decir, hipotensién, fiebre, convulsiones,
enfriamiento, (ii) el desarrollo de una respuesta inmunogénica contra el material (es decir, desarrollo de anticuerpos
humanos por el paciente contra el anticuerpo terapéutico humano, o respuesta HAHA); y, (iii) toxicidad contra células
normales que expresan STEAP-1. Los ensayos y el seguimiento convencionales se utilizan para controlar cada una
de estas cuestiones de seguridad. Los pacientes también se evallan con respecto al desenlace clinico, y
particularmente la reduccién de la masa tumoral, constatada por IRM u otra técnica de formacion de imagenes.

Se demuestra que los anticuerpos anti-STEAP-1 son seguros y eficaces. Los ensayos clinicos de Fase Il confirman
la eficacia y perfilan la dosificacion éptima.

Ejemplo 42: ensayo clinico en humanos: monoterapia con anticuerpos anti-STEAP-1 humanos

Los anticuerpos anti-STEAP-1 son seguros en relacion con el ensayo clinico complementario anteriormente
explicado, un ensayo clinico en humanos de Fase Il confirma la eficacia y dosificacion éptima para la monoterapia.
Dicho ensayo se realiza, e implica el mismo andlisis de seguridad y desenlace, para el ensayo clinico
complementario anteriormente descrito con la excepcion de que se realiza en pacientes que no reciben
quimioterapia simultanea con la recepcion de dosis de anticuerpos anti-STEAP-1.

Ejemplo 43: ensayo clinico en humanos: formacion de imagenes diagnosticas con anticuerpos anti-STEAP-1

De nuevo, dado que la terapia complementaria anteriormente explicada es segura dentro de los criterios de
seguridad explicados anteriormente, se realiza un ensayo clinico en seres humanos que concierne el uso de
anticuerpos anti-STEAP-1 como agente de formacion de imagenes diagndsticas. El protocolo se disefia de un modo
sustancialmente similar al descrito en la técnica, tal como en Divgi ef al. J. Natl. Cancer Inst. 83: 97-104 (1991). Se
descubre que los anticuerpos son tanto seguros como eficaces cuando se usan en una modalidad diagnéstica.

Ejemplo 44: comparacion de homologia de STEAP-1 con secuencias conocidas

La proteina STEAP humana no muestra un alto grado de homologia con ninguna de las proteinas humanas
conocidas. El miembro prototipico de la familia STEAP, STEAP-1v.1, es una proteina de membrana de tipo llla que
consiste en 339 aminodcidos. STEAP-1 es una proteina con seis dominios transmembrana, con extremos N y C
intracelulares.

El gen STEAP-1 es algo homélogo a un gen anteriormente clonado, en particular con el de la proteina relacionada
con adipocitos inducida por TNFa de ratdn (gi|16905133|). STEAP-1v.1 comparte el 40 % de identidad y el 63 % de
homologia con TIARP. Ademas, STEAP-1 muestra homologia con la proteina pHyde de rata, con 49 % de identidad
y 71 % de homologia con esa proteina. La proteina TIARP es una proteina con 6 dominios transmembrana de
funciéon desconocida que se localiza en la superficie celular (Moldes M et al, J. Biol. Chem 2001, 276: 33938). La
pHyde de rata es una proteina que se expresa en lineas de cancer de préstata de ratas Dunning. La sobreexpresion
de pHyde en células DU145 reduce sus propiedades de crecimiento tumoral (Steiner M et al, Cancer Res 2000, 60:
4419). Ademas, STEAP1 muestra homologia significativa con el antigeno epitelial de 6 dominios transmembrana de
préstata de ratdn (gi 20820492).

El andlisis de los motivos revelé la presencia de varios motivos funcionales proteicos (Tabla XXI). La prediccion de

impronta identificé una firma de la proteina transformante P21 ras y una firma de repeticién de Fibronectina de tipo
Ill, mientras que la prediccién de Bloques identificé una repeticién Half-A-TPR, y una firma de proteina de membrana
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de la bomba de arsénico. La regién de repeticién de fibronectina de tipo Il es un dominio de 100 aminoacidos, que
interviene en la unién al ADN, heparina, membrana basal y superficie celular. El papel predominante de estas
repeticiones es la unién a la superficie celular, permitiendo la adhesion celular e interviniendo en sucesos de
sefalizacion. La repeticion Half-A-TPR es un motivo que se encuentra en diversas proteinas que procesan ARN. Las
funciones de la bomba de arsénico son la salida de iones y de moléculas pequefas (Walmsley AR et al. J Biol Chem
2001, 276: 6378-91). Los motivos pueden participar en el crecimiento y progresiéon tumoral mediante la potenciacién
de los estadios iniciales de la tumorogénesis, tales como toma tumoral o establecimiento de un tumor, permitiendo la
adhesion a membranas basales y células circundantes, mediando en la comunicacion celular y el transporte de
iones.

Por consiguiente, cuando STEAP-1 funciona como un regulador del establecimiento tumoral, formaciéon tumoral,
crecimiento tumoral, sefalizacion celular o como un modulador de la transcripcién implicado en la activacion de
genes asociados con supervivencia, invasion, tumorogénesis o proliferacion, STEAP-1 se usa para fines
terapéuticos, diagnosticos, prondsticos y/o preventivos. Ademas, cuando una molécula, tal como una variante o SNP
de STEAP-1 se expresa en tejidos cancerosos, tales como los enumerados en la Tabla I, estos se usan para fines
terapéuticos, diagnosticos, prondsticos y/o preventivos.

Ejemplo 45: regulacidn de la transcripcion

La localizacion de STEAP-1 acoplada a la presencia de motivos de procesamiento de ARN dentro de su secuencia
indica que STEAP-1 modula la regulacion transcripcional de genes eucariotas. La regulacién de la expresion génica
se confirma, por ejemplo, estudiando la expresion génica en células que expresan o carecen de STEAP-1. Para este
fin, se realizan dos tipos de experimentos.

En el primer conjunto de experimentos, el ARN de células parentales y que expresan STEAP-1 se extrae y se hibrida
con matrices génicas disponibles en el comercio (Clontech) (Smid-Koopman E et al. Br J Cancer. 2000. 83: 246). Se
comparan las células en reposo asi como las células tratadas con FBS, andrégenos o factores de crecimiento. Los
genes que se expresan diferencialmente se identifican de acuerdo con procedimientos conocidos en la técnica. Los
genes que se expresan diferencialmente se mapean después para rutas biologicas (Chen K et al. Thyroid. 2001. 11:
41).

En el segundo conjunto de experimentos, se evalla la activacion de rutas transcripcionales especificas usando
construcciones indicadores de luciferasa disponibles en el comercio (Stratagene) que incluyen: NFkB-luc, SRE-luc,
ELK1-luc, ARE-luc, p53-luc y CRE-luc. Estos indicadores transcripcionales contienen sitios de unién consenso para
factores de transcripcion conocidos que se encuentran aguas abajo de rutas de transduccion de sefal bien
caracterizadas, y representan una buena herramienta para averiguar la activaciéon y la exploracion de rutas para
moduladores positivos y negativos de rutas de activacion.

Por lo tanto, STEAP-1 juega un papel en la regulacion génica, y se usa como una diana para fines diagndsticos,
prondsticos, preventivos y/o terapéuticos.

Ejemplo 46: Identificacidon y confirmacidn de posibles rutas de transduccidn de senales

Se ha notificado que muchas proteinas de mamiferos interaccionan con moléculas de sefalizacién y que participan
en la regulacién de rutas de senalizacion. (J Neurochem. 2001; 76: 217-223). La fibronectina en particular se ha
asociado con la cascada de senalizacion de MAPK que controla la mitogénesis celular (Jiang F, Jia Y, Cohen I.
Blood. 2002, 99: 3579). Ademas, la proteina STEAP-1 contiene varios sitios de fosforilacion (véase la Tabla XXI)
indicando una asociacion con cascadas de sefalizacién especificas. Usando técnicas de inmunoprecipitacion y
transferencia de Western, se identifican proteinas que se asocian con STEAP-1 e intervienen en sucesos de
sefalizacion. STEAP-1 puede regular varias rutas que se sabe que desempefan un papel en la biologia del cancer,
incluyendo rutas de fosfolipidos tales como PI3K, AKT, etc., rutas de adhesién y migracion, incluyendo FAK, Rho,
Rac-1, B-catenina, etc., asi como cascadas mitogénicas/de supervivencia tales como ERK, p38, etc. (Cell Growth
Differ. 2000,11: 279; J Biol Chem. 1999, 274: 801; Oncogene. 2000, 19: 3003, J. Cell Biol. 1997, 138: 913). Para
determinar si la expresion de STEAP-1 es suficiente para regular rutas de sefalizaciéon especificas que no estan
activas de otro modo en células PC3 en reposo, el efecto de estos genes sobre la activacion de la cascada p38
MAPK se investigd en la linea celular de cancer de préstata PC3 (Figura 21A-B). La activacién de la p38 quinasa es
dependiente de su fosforilacion en restos de tirosina y serina. La p38 fosforilada puede diferenciarse del estado no
fosforilado mediante un Acm Fosfo-p38. Este Ac fosfoespecifico se usé para estudiar el estado de fosforilacién de
p38 en lineas celulares PC3 modificadas genéticamente.

Las células PC3 que expresan de forma estable neo STEAP-1 crecieron durante toda la noche en FBS al 1 % o al
10 %. Los lisados de células completas se analizaron por transferencia de Western. Como control positivo se usaron
células PC3 tratadas con los activadores p38 conocidos, NaSal o TNF. Los resultados muestran que aunque la
expresion del gen control neo no tuvo efecto sobre la fosforilacion de p38, la expresion de STEAP-1 en células PC3
es suficiente para inducir la activacion de la ruta de p38 (Figura 21A). Los resultados se verificaron usando
transferencia de Western con un Ac anti-p38, que muestra la misma carga de proteinas en los geles (Figura 21B).
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En otro conjunto de experimentos se examiné la suficiencia de la expresion de STEAP-1 en la linea celular de
cancer de préstata PC3 para activar la ruta mitogénica de MAPK, en particular la cascada ERK (Figura 22A-B). La
activacion de ERK es dependiente de su fosforilacién en restos de tirosina y serina. La ERK fosforilada puede
diferenciarse del estado no fosforilado mediante un Acm Fosfo-ERK. Este Ac fosfo especifico se usé para estudiar el
estado de fosforilacion de ERK en lineas celulares PC3 modificadas genéticamente. Las células PC3, que expresan
una forma activada de Ras, se usaron como control positivo.

Los resultados muestran que aunque la expresion del gen control neo no tuvo efecto sobre la fosforilacion de ERK,
la expresién de STEAP-1 en células PC3 es suficiente para inducir un aumento en la fosforilacion de ERK (Figura
22A). Estos resultados se verificaron usando transferencia de western con anti-ERK (Figura 22B) y confirman la
activacioén de la ruta ERK mediante STEAP-1 y STEAP-2.

Dado que el FBS contiene varios componentes que pueden contribuir a la activacién mediada por receptor de ERK,
se examind el efecto de STEAP-1 en niveles bajos y éptimos de FBS. Las células PC3 que expresaban neo o
STEAP-1 crecieron en FBS al 0,1 % o0 al 10 % durante toda la noche. Las células se analizaron por transferencia de
western con anti-Fosfo-ERK. Este experimento muestra que STEAP-1 induce la fosforilacion de ERK en FBS al 0,1
% y confirma que la expresién de STEAP-1 es suficiente para inducir la activacién de la cascada de sefalizacion de
ERK en ausencia de estimulos adicionales.

Para confirmar que STEAP-1 activa directa o indirectamente rutas de transduccién de sefales conocidas en células,
se llevaron a cabo ensayos con indicadores transcripcionales basados en luciferasa (luc) en células que expresaban
genes individuales. Estos indicadores transcripcionales contienen sitios de unién consenso para factores de
transcripciéon conocidos que estan aguas abajo de rutas de transduccién de sefal bien caracterizadas. Los
indicadores y ejemplos de estos factores de transcripcion asociados, rutas de transduccién de sefal y estimulos de
activaciéon se enumeran a continuacion.

. NFkB-luc, NFkB/Rel; Ik-quinasa/SAPK; crecimiento/apoptosis/estrés

. SRE-luc, SRF/TCF/ELK1; MAPK/SAPK; crecimiento/diferenciacion

. AP-1-luc, FOS/JUN; MAPK/SAPK/PKC; crecimiento/apoptosis/estrés

. ARE-luc, receptor androgénico; esteroides/MAPK; crecimiento/diferenciacién/apoptosis
. p53-luc, p53; SAPK; crecimiento/diferenciacion/apoptosis

. CRE-luc, CREB/ATF2; PKA/p38; crecimiento/apoptosis/estrés

. TCF-luc, TCF/Lef; B-catenina, Adhesién/invasion

NO O WN =

Los efectos mediados por genes pueden ensayarse en células que muestran expresién de ARNm. Los plasmidos
indicadores de luciferasa pueden introducirse mediante transfeccidén mediada por lipidos (TFX-50, Promega). La
actividad luciferasa, un indicador de la actividad transcripcional relativa, se mide por incubacion de extractos
celulares con sustrato de luciferina y la luminiscencia de la reaccion se controla en un luminémetro.

Las rutas de sefializacion activadas por STEAP-1 se mapean y se usan para la identificacion y validacion de dianas
terapéuticas. Cuando STEAP-1 esta implicada en la sefalizacion celular, ésta se usa como una diana para fines
diagnésticos, prondsticos, preventivos y/o terapéuticos.

Ejemplo 47: implicacion en la progresion tumoral

Basandose en el papel documentado de la proteina transformante en la transformacion, y progresion, el gen STEAP-
1 puede contribuir al crecimiento y transformacién de células cancerosas. El papel de STEAP-1 en el crecimiento
tumoral se confirma en varias lineas celulares primarias y transfectadas incluyendo lineas celulares de prostata, asi
como células NIH 3T3 modificadas genéticamente para expresar establemente STEAP-1. Las células parentales que
carecen de STEAP-1 y las células que expresan STEAP-1 se evallan para el crecimiento celular usando un ensayo
de proliferacion bien documentado (Fraser SP, Grimes JA, Djamgoz MB. Prostate. 2000; 44: 61, Johnson DE,
Ochieng J, Evans SL. Anticancer Drugs. 1996, 7: 288).

Para confirmar el papel de STEAP-1 en el proceso de transformacion, se investiga su efecto en ensayos de
formacion de colonias. Células NIH-3T3 parentales que carecen de STEAP-1 se comparan con células NIH-3T3 que
expresan STEAP-1, usando un ensayo en agar blando en condiciones rigurosas y mas permisivas (Song Z. et al.
Cancer Res. 2000; 60: 6730).

Para confirmar el papel de STEAP-1 en la invasién y metastasis de células cancerosas, se usa un ensayo bien
establecido, por ejemplo, un ensayo de Sistema Inerte Transpocillo (Becton Dickinson) (Cancer Res. 1999; 59:
6010). Las células control, que incluyen lineas celulares de préstata, mama y rifidn, que carecen de STEAP-1, se
comparan con células que expresan STEAP-1. Las células se cargan con un colorante fluorescente, la calceina, y se
siembran en placas en el pocillo superior del inserto de transpocillo cubierto con un analogo de membrana basal. La
invasion se determina por fluorescencia de células en la cdmara inferior con respecto a la fluorescencia en la
poblacién completa de células.
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STEAP-1 también puede jugar un papel en el ciclo celular y apoptosis. Las células parentales y las células que
expresan STEAP-1 se comparan para determinar diferencias en la regulacién del ciclo celular usando un ensayo de
BrdU bien establecido (Abdel-Malek ZA. J Cell Physiol. 1988, 136: 247). Resumiendo, las células crecen en
condiciones éptimas (suero completo) y limitantes (bajo suero) y se marcan con BrdU y se tifien con Ac anti-BrdU y
yoduro de propidio. Las células se analizan para determinar la entrada en las fases G1, S y G2M del ciclo celular.
Como alternativa, el efecto del estrés sobre la apoptosis se evalla en células parentales control y células que
expresan STEAP-1, incluyendo células normales y tumorales de préstata. Las células parenterales y modificadas
genéticamente se tratan con diversos agentes quimioterapéuticos, tales como etopdxido, taxol, etc., e inhibidores de
la sintesis de proteinas tales como cicloheximida. Las células se tifien con anexina V-FITC y se mide la muerte
celular mediante analisis FACS. La modulacién de la muerte celular por STEAP-1 puede jugar un papel critico en la
regulacién de la progresion tumoral y la carga tumoral.

Cuando STEAP-1 juega un papel en el crecimiento celular, transformacion, invasion o apoptosis, ésta se usa como
una diana para fines diagnésticos, pronésticos, preventivos y/o terapéuticos.

Ejemplo 48: implicacion en angiogénesis

La angiogénesis o formacion de nuevos capilares sanguineos es necesaria para el crecimiento celular (Hanahan D,
Follanan J. Cell. 1996, 86: 353; Folkman J. Endocrinology. 1998 139: 441). Basandose en el efecto de los
inhibidores de la fosfodiesterasa en las células endoteliales, STEAP-1 juega un papel en la angiogénesis (DeFouw L
et al, Microvasc Res 2001, 62: 263). Se han desarrollado diversos ensayos para medir la angiogénesis in vitro e in
vivo, tales como los ensayos de cultivos tisulares de formacion en tubo de células endoteliales y de proliferacion de
células endoteliales. Usando estos ensayos asi como la neovascularizacion in vitro, se confirma el papel de STEAP-
1 en la potenciacién o inhibicién de la angiogénesis.

Por ejemplo, las células endoteliales modificadas genéticamente para expresar STEAP-1 se evalian usando los
ensayos de formacion y proliferacién en tubo. El efecto de STEAP-1 también se confirma en modelos animales in
vivo. Por ejemplo, células que expresan o que carecen de STEAP-1 se implantan por via subcutdnea en ratones
inmunocomprometidos. La migracion de células endoteliales y la angiogénesis se evalla 5-15 dias después usando
técnicas de inmunohistoquimica. STEAP-1 afecta a la angiogénesis y se usa como una diana para fines
diagnésticos, prondsticos, preventivos y/o terapéuticos.

Ejemplo 49: implicacion en interacciones proteina-proteina

Se ha mostrado que los motivos de fibronectina intervienen en la interaccién con otras proteinas, incluyendo
proteinas de la superficie celular. Usando técnicas de inmunoprecipitacion, asi como sistemas de doble hibrido en
levaduras, se identifican proteinas que se asocian con STEAP-1. Los inmunoprecipitados de células que expresan
STEAP-1 y de células que carecen de STEAP-1 se comparan para determinar asociaciones especificas proteina-
proteina.

Se realizan estudios para confirmar el grado de asociacién de STEAP-1 con moléculas efectoras, tales como
proteinas nucleares, factores de transcripcion, quinasas, fosfatasas, etc. Los estudios que comparan células
positivas a STEAP-1 y negativas a STEAP-1 asi como estudios que comparan células no estimuladas/en reposo y
células tratadas con activadores de células epiteliales, tales como citocinas, factores de crecimiento, andrégeno y Ac
anti-integrina Ac, revelan interacciones exclusivas.

Ademas, las interacciones proteina-proteina se confirman usando la metodologia de doble hibrido en levaduras
(Curr Opin Chem Biol. 1999, 3: 64). Un vector portador de una biblioteca de proteinas fusionado con el dominio de
activacion de un factor de transcripcion se introduce en levaduras que expresan una proteina de fusiéon de dominio
de unién a ADN-STEAP-1 y una construccién indicadora. La interaccidén proteina-proteina se detecta mediante la
actividad indicadora colorimétrica. La asociacién especifica con moléculas efectoras y factores de transcripcion
dirige a un experto al modo de accién de STEAP-1, y por lo tanto identifica dianas terapéuticas, prondsticas,
preventivas y/o diagnosticas para cancer. Este ensayo y similares también se usan para identificar y explorar
moléculas pequefas que interaccionan con STEAP-1.

Por lo tanto se descubre que STEAP-1 se asocia con proteinas y moléculas pequefas. Por consiguiente, STEAP-1y
estas proteinas y moléculas pequefas se usan para fines diagnésticos, prondsticos, preventivos y/o terapéuticos.

Ejemplo 50: implicacion de STEAP-1 en el transporte de moléculas pequeiias y en la comunicaciéon célula-
célula

La comunicacion célula-célula es esencial para mantener la integridad y homeostasis de 6rganos, ambas de las
cuales se desregulan durante la formacién y progresion tumoral. Las comunicaciones intercelulares pueden medirse
usando dos tipos de ensayos (J. Biol. Chem. 2000, 275: 25207). En el primer ensayo, las células cargadas con un
colorante fluorescente se incuban en presencia de células receptoras no marcadas y las poblaciones celulares se
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examinan al microscopio fluorescente. Este ensayo cualitativo mide el intercambio de colorante entre células
adyacentes. En el segundo sistema de ensayo, poblaciones de células donantes y receptoras se tratan como se ha
indicado anteriormente y se realizan mediciones cuantitativas de la poblacion de células receptoras por andlisis por
FACS. Usando estos dos sistemas de ensayo, las células que se expresan STEAP-1 se comparan con controles que
no expresan STEAP-1, y se ha descubierto que STEAP-1 potencia las comunicaciones celulares. Las Figuras 19 y
20 demuestran que STEAP-1 media la transferencia de la molécula pequeia, calceina, entre células adyacentes, y
de ese modo regula la comunicacion célula-célula en células de cancer de préstata. En este experimento, células
PC3 receptoras se marcaron con dextrano-Rojo Texas y las células PC3 donantes se marcaron con calceina AM
(verde). Las células donantes (verdes) y receptoras (rojas) se cocultivaron a 37 °C y se analizaron por microscopia
para determinar a co-localizacién del Rojo Texas y calceina. Los resultados demostraron que mientras que las
células PC3 control (sin expresién detectable de la proteina STEAP-1) muestran poca transferencia de calceina, la
expresion de STEAP-1 permite la transferencia de moléculas pequefias entre células (Figura 19), de este modo las
células receptoras inicialmente rojas toman un color parduzco, y co-localizan las moléculas rojas y verdes. Las
moléculas pequenas y/o anticuerpos que modulan la comunicacion célula a célula mediada por STEAP-1 se usan
como agentes terapéuticos para canceres que expresan STEAP-1. La Figura 20 muestra la comunicacién célula a
célula de manera dependiente del tiempo mediada por STEAP-1, donde a las 6 horas se observa poca transferencia
en células PC3-STEAP-1, y a las 24 horas se observa mucha transferencia. La Figura 23 demuestra que la
expresion de STEAP-1 es necesaria en poblaciones tanto donantes como receptoras para que la transferencia de
moléculas pequefas tenga lugar. En este experimento, células donantes marcadas con dextrano rojo se incubaron
con células receptoras marcadas con calceina (verde). Sin embargo, las poblaciones donantes y receptoras se
alternaron, de modo que una poblacion de PC3 donante se incub6 con una receptora de PC3, o con poblaciones
receptoras de PC3-STEAP-1. De manera similar, una poblacién donante PC3-STEAP-1 se cocultivd con una
poblacién receptora PC3 o PC3-STEAP-1. Los resultados muestran que el cocultivo de células PC3 y PC3 control no
intervenia en la transferencia de calceina. De manera similar, la coincubacion de PC3 control y PC3-STEAP-1 no
permitid la transferencia de calceina. Sin embargo, el cocultivo de células donantes PC3-STEAP-1 y receptoras
PC3-STEAP-1 interviene en la transferencia de moléculas pequefias como se representa mediante la colocalizacion
de pigmentos verdes y rojos en las mismas células. Considerados en conjunto, estos datos mostrados en las figuras
19, 20 y 23 demuestran que STEAP-1 interviene en la transferencia de moléculas pequefas y regula la
comunicacién célula-célula mediante la formacién de canales de comunicacién celular que son similares en cuanto a
su funcién a las uniones comunicantes.

Por lo tanto, dado que STEAP-1 actla en la comunicacién célula-célula y en el transporte de moléculas pequenas,
ésta se usa como una diana o marcador para fines diagnésticos, prondsticos, preventivos y/o terapéuticos.

Ejemplo 51: implicacion de STEAP-1 en el transporte idnico.

La localizacion y topologia de STEAP-1 respalda su funcion como vehiculo. Para confirmar que STEAP-1 actia
como un canal i6énico, se usaron técnicas de analisis FACS y microscopia de fluorescencia (Gergely L, et al., Clin
Diagn Lab Immunol. 1997; 4:70; Skryma R, et al., J Physiol. 2000, 527: 71). Usando analisis FACS e indicadores
disponibles en el comercio (Molecular Probes), se compararon células parentales y células que expresaban STEAP-
1 para determinar su capacidad de transportar calcio; en estos estudios se usaron las lineas celulares de cancer de
préstata PC3. Las células PC3 y PC3-STEAP-1 se cargaron con indicadores sensibles a calcio, Fluo4 y rojo Fura, se
incubaron en presencia 0 en ausencia de calcio y acido lipofosfatidico (LPA), y se analizaron por citometria de flujo.
La Figura 17 muestra el flujo de calcio aumentado de STEAP-1 en respuesta al LPA. Estos datos validan un
mecanismo importante mediante el cual se regulan las células cancerosas. Esto es particularmente cierto en el caso
del calcio, tal como se ha notificado, los inhibidores de calcio inducen la muerte de determinadas células
cancerosas, incluyendo lineas celulares de cancer de prostata (Batra S, Popper LD, Hartley-Asp B. Prostate.
1991,19: 299).

Ademas, la Figura 18 muestra que el transporte de calcio mediado por STEAP-1 regula el crecimiento del cancer de
préstata mediante la regulaciéon de niveles intracelulares de calcio. En este estudio, células PC3 control y PC3-
STEAP-1 crecieron en presencia o0 ausencia de inhibidores de canales idnicos, en concreto amilorida, NDGA y TEA,
que inhiben el transporte de sodio, calcio y potasio, respectivamente. La expresion de STEAP-1 produjo células PC3
sensibles al tratamiento con el inhibidor del canal de Ca++ NDGA. Mientras que las células PC3 control demostraron
un crecimiento del 100 % en presencia del inhibidor, NDGA, a 50 uM inhibi6 la proliferacion de células PC3-STEAP-
1 al 42 % y en ejemplo 10 a 51 uM de NDGA inhibi6 la proliferacion al 20 %. Estos hallazgos confirman la
importancia de STEAP-1 como regulador del transporte de calcio en la proliferacién de células cancerosas que
expresan esta proteina. Por lo tanto, STEAP-1 se usa en modalidades terapéuticas que controlan la proliferacion de
células de cancer de préstata. Debido a que STEAP-1 actia como un vehiculo iénico, ésta se usa como una diana o
marcador para fines diagndésticos, prondésticos, preventivos y terapéuticos.

Ejemplo 52: ARN de interferencia (ARNi)

El ARN de interferencia (ARNi) utiliza ARN bicatenario especifico de secuencia para impedir la expresion génica. El
ARN pequefio de interferencia (ARNpi) se transfecta en células de mamifero y de ese modo media la degradacion
de ARNm especifico de secuencia. (Elbashir, et al, Nature, 2001; vol. 411: 494-498). Se usaron las siguientes
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secuencias de ARNpi:

STEAP-1 (1) diana: GACAUCACAAACCAAGAAG (correspondiente a los nucleotidos 16-34 de la ORF de
STEAP-1) (SEC ID Ne: 96)
STEAP-1 (2) diana: GUGGAUAGAUAUAAAACAA (correspondiente a los nucle6tidos 893-911 de la ORF de
STEAP-1) (SEC ID N¢: 97)

La cadena en sentido de STEAP-1 (1) se marca en la posicién 3’ con fluoresceina, 6-FAM (ABS 494 nm, EMM 525
nm, verde EI ARNpi se disuelve en tampén estéril sin ARN (KOAc 100 mM, HEPES KOH 30 mM, MOAc 2 mM, a pH
7.,4) para preparar una reserva de 20 uM (200x). EI ARNip se transfecta en células LNCaP, 3T3-STEAP-1 y Rat-1-
STEAP-1 sembradas en placas con pocillos con el reactivo oligofectamina (Invitrogen). La concentracion final de
ARNpi fue de 100x nM. Como control se usaron los siguientes oligonucle6tidos para excluir cualquier efecto no
especifico de los oligonucleétidos de ARNpi de STEAP-1:

Control: GCCUUCCCAUUGUGCUCGC (correspondiente a los nucleétidos 91-109 de la ORF) (SEC ID N®: 98)

La expresién proteica se detectd 24 horas después de la transfeccion mediante inmunotinciéon seguido de citometria
de flujo. Ademas, la confirmacién de la expresién génica alterada se realizd por transferencia de Western. Los
resultados (Figura 24) muestran que la introduccién de ARNi especifico de STEAP-1 redujo la expresién de STEAP-
1 en células 3T3 y Rat-1 recombinantes. Las células 3T3 y Rat-1 se permeabilizaron y se tifieron con anticuerpos
policlonales anti-STEAP-1. La inmunotincién de las células completas revel6 que el ARNi de STEAP-1 redujo la
expresion de STEAP-1 en células Rat-1 y 3T3. Esta reduccion se confirmé mediante analisis de transferencia de
western en el que la proteina STEAP-1 se redujo sustancialmente en células tratadas con ARNi de STEAP-1 con
respecto a las células control y las células no tratadas. Adicionalmente, el ARNi reduce la expresién enddgena de
STEAP-1 en el cancer de préstata y la linea celular LNCaP como se muestra en la Figura 25.

Por consiguiente, las secuencias de nucle6tidos de ARN se usan en aplicaciones terapéuticas y profilacticas.
Ademas, las secuencias de oligonucleétidos de ARN se usan para evaluar como la modulacién de la expresion de
un gen de STEAP-1 afecta a la funcién de células y/o tejidos cancerosos.

Ejemplo 53: modulacion de la funcion de STEAP-1.

El transporte i6nico desempenia un papel importante en la regulacién de la permeabilidad intracelular del crecimiento
celular, en el transito molecular y en la transduccién de sefales (Minke B. Cell Mol Neurobiol. 2001, 21: 629,
Golovina et al, Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2001, 280: H746), que son funciones especificamente relevantes
para la afecciéon neoplasica. La comunicacién célula-célula regula la homeostasis, la proliferacion y la muerte celular
(Evans WH, Martin PE. Mol Membr Biol. 2002 19: 121; Carruba G, et al, AnnN Y Acad Sci. 2002, 963: 156) funciones
que también son especialmente relevantes para la afeccién neoplasica.

Usando lineas celulares control y lineas celulares que expresan STEAP-1, se identifican inhibidores de la funcion de
STEAP-1. Por ejemplo, células PC3 y PC3-STEAP-1 pueden incubarse en presencia y en ausencia de Acm o de
inhibidores de molécula pequena. El efecto de estos Acm o inhibidores de molécula pequefa se investiga usando los
ensayos de flujo de iones, comunicacién celular, proliferacion y sefalizacion anteriormente descritos.

La transduccion de sefal y el resultado biolégico mediados por vehiculos pueden estar modulados a través de varios
mecanismos, incluyendo la inhibicion de la unién del ligando y receptor, antagonistas iénicos, interacciones
proteicas, regulacion del transporte de iones y moléculas pequefas, etc. (Tang W et al, Front Biosci 2002, 7: 1583).
Usando lineas celulares control y lineas celulares que expresan STEAP-1, se identifican moduladores (inhibidores o
potenciadores) de la funcion de STEAP-1. Por ejemplo, células PC3 y PC3-STEAP-1 se incuban en presencia o en
ausencia de Acm o moduladores de molécula pequefia. En vista de las funciones de STEAP-1 que se desvelan en el
presente documento, los moduladores que son bloqueadores de canales idnicos usados en el contexto de la
presente invenciéon incluyen compuestos tales como amlodipina, azuleno, dihidropiridinas, tianinas, nifedina,
verapamilo y sus derivados (Tanaka Y, Shigenobu K. Cardiovasc Drug Rev. 2001, 19: 297; Djuric D, Mitrovic V,
Jakovljevic V. Arzneimittelforschung. 2002, 52: 365; Kourie JI, Wood HB. Prog Biophys Mol Biol. 2000; 73: 91); y los
moduladores que son inhibidores de la comunicacion celular usados en el contexto de la presente invencion incluyen
compuestos tales como acido beta-glicirretinico, retinoides, TPA (Krutovskikh VA et al, Oncogene. 2002, 21: 1989;
Rudkin et al, J Surg Res. 2002, 103: 183; Ruch J et al, J Cell Biochem. 2001, 83: 163). Por consiguiente, el efecto o
los efectos de los Acm o inhibidores de molécula pequefa se investigan usando los ensayos de flujo de iones,
comunicacioén celular, proliferacion y sefalizacion que se describen en los Ejemplos anteriores.

Cuando los Acm y las moléculas pequefias modulan, por ejemplo, inhiben, el transporte y la funcién tumorogénica
de STEAP-1 estos se usan para fines preventivos, prondsticos, diagnésticos y/o terapéuticos.

A lo largo de esta solicitud, se hace referencia a diversos contenidos de datos de sitios web, publicaciones,

solicitudes de patentes y patentes. (Se hace referencia a los sitios web por sus direcciones de Localizador Uniforme
de Recursos, o URL, en la Red Informatica Mundial, World Wide Web).
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TABLA I: Tejidos que expresan STEAP-1 cuando son malignos

Estomago
Recto

TABLA II: abreviaturas de aminoacidos

UNA SOLA LETRA| TRES LETRAS NOMBRE
COMPLETO

F Phe fenilalanina

L Leu leucina

S Ser serina

Y Tyr tirosina

C Cys cisteina

w Trp triptéfano

P Pro prolina

H His histidina

Q Gin glutamina

R Arg arginina

| lle isoleucina

M Met metionina

T Thr treonina

N Asn asparagina

K Lys lisina

\ Val valina

A Ala alanina

D Asp acido aspartico

E Glu acido glutamico

G Gly glicina

93




ES 2537074 T3

A L

M c Ll

A L= € ¥

1l c- z- 0 S

) c- € [ 3 ¥

| c- € € L= L S

O L- [~ c- b= 0 3 S

d (o - [ b- L- (A b- L

N c- - € 0 3 0 0 < 9

N L- b= 3 b= b L 0 c- c- S

1 L= Z- 3 b= < A < € €" 4 |4

A c- € [ b- 0 [4 3 b- 0 b- [ S

I L- € € b= < €" € € €" 3 4 £ ¥

H 4 Z- € c: b 0 0 c- 3 c- o L € 8

9] (o [~ € c- 0 A < < 0 (o - < ¥- < 9

4 € 3 L- c- < €" € - €" 0 0 £ 0 [ € 9

3 c- € [ b- 0 0 [4 b- 0 c- € b € 0 c- e- S

a (o - € b- 0 (A 0 b- 3 (o - L- € b- b- e- [4 9

0 c- [~ L- b= b €" € € €" L- b= £ b € € c- v- € 6
v c- € 0 0 b L- b- b- ¢ b- L- L- L- < 0 ¢ b- < 0 1%
. A M A 1l S d O d N N 1 A I H 9] 4 3 a 0 A4

94

{luny Zownso|g/[enuewd/ya agqun dyl mwa YN B 9SESA) 'SEPEUOIOE|SI SBlBlnjeu seulajold ua uglonyisns eun Jeljuoous sa s|qeqold
seuw ‘IoeA [& S8 O)e sew opuen) (oanbojg ap ugphshs ap zujew) ZoWNSO1d 0'6 DO oonewloul ewelfold [sp sopioeoullLE 8p UOIONHISNS ap zljew e| op epeidepy

soploeoU|We 3p UOIDN}ISNS ap ZHje W ||| ejqe L



ES 2537074 T3

TABLA IV
Motivos/supermotivos de HLA de Clase l/ll

TABLA IV (A): motivos/supermotivos de HLA de Clase |

SUPERMOTIVOS POSICION POSICION POSICION
2 (Anclaje Primario) 3 (Anclaje Primario) Extremo C (Anclaje

Primario)

A1l TILVMS FWY

A2 UVMATQ TVMATL

A3 VSMATLI RK

A24 YFWIVLMT FIYWLM

B7 P VILFMWYA

B27 RHK FYLWMIVA

B44 ED FWYLBMVA

B58 ATS FWYLIVMA

B62 QuULIVMP FWYMTVLA

MOTIVOS

A1 TSM Y

A1l DEAS Y

A2.1 LMVQIAT VLIMAT

A3 LMVISATFCGD KYRHFA

A1 VTMLISAGNCDF KRYH

A24 YFWM FLIW

A*3101 MVTALIS RK

A*3301 MVALFIST RK

A*6801 AVTMSLI RK

B*0702 P LMFWYAIF

B*3501 P LMFWYIVA

B51 P LIVFWYAM

B*5301 P IMFWYALV

B*5401 P ATIFLMFWY

Los restos en negrita son los preferidos, los restos en cursiva son los menos preferidos: se considera que un

péptido es portador de motivos si tiene anclajes primarios en cada posiciéon de anclaje primario de un motivo o

supermotivo tal como se especifica en la tabla anterior.

TABLA IV (B): supermotivos de HLA de clase Il
1 6 9

WEY,V,LL (A V, L, P,C S, T| AVILCSTMY
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TABLA IV (C): motivos de HLA de Clase Il
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MOTIVOS anclaje 2 3 4 5 anclaje primario 7 8 9
primario 1 6

DR4 preferido FMYLIVW M T I VSTCPALIM  MH MH
perjudicial w R WDE

DR1 preferido MFLIVWY PAMQ VMATSPLIC M AVM
perjudicial C CH FD CWD GDE D

DR7 preferido MFLIVWY M W A IVMSACTPL M N IV
perjudicial C G GRD G

DR3 MOTIVOS Anclaje 2 3 Anclaje 5 Anclaje primario

motivo a primario 1 primario 4 6

preferido LIVMEY D

motivo b LIVMFAY DNQEST KRH

preferido

Supermotivo MFLIVWY VMSTACPLI

DR

Los restos en cursiva indican restos menos preferidos o restos “tolerados”
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Tabla V-V1-HLA-AY-Pmeros: o Tabla V-V 1-HLA-A1-Smeros: . " Tabla¥V-V2-HLA-Al-Pmeros:
' STEAP-1 : STEAP-1 : 3 STEAP-1

Cada péptido es una porcién de SEC &
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it s lorgad Gl plptdorsdes i opad o ppmossies 2 REFTIQVN 9001

cada pi:pli.dn.:zs ]lI;msici-.'m in.lriEl ::::E::,itf:;’:sl].‘p:::::&:'ji:::lﬂ" #. quw -0,001 :

mis ocha, ks ocho. ;
: i Tabla V-V3}-HLA-Al-Pmeros:
Inicic Subsecuencis Puntoiciém Infcio  Subsecoencia Puntuacién STEAF-1
-32 - TGETSMLKER 11250 - 223 "GIVGLAILA . D050 .  Cadapéptido esuna porcién de SEC
MRRSY: ; - JTELALYYL . ' ID X°: T; se especilica cada posicién
ljsiﬂ EEDYLI—SJ: :’Egg g : ;ﬁ CIMGLAILAL g:ggg inicial; 1a Iunél;tud del pépt-izze-sdeﬂ'

S 'NQEELWM .2 ?ﬂﬂ" S 9?'.-""‘PL|.'!’J.TSEQQ'B* D,uw: % ! _1mlnuicldn;,}']: posicion final para

; ED‘ “IASLTFLY: ., 2.500 ; ITU.'.-'-—PT?AV{]-IA{Y Doso - cada péptido es hhpnsir:iﬁn inicial mis
y r 3 B oo

'_ 1§1 mEImIQEE%“WrK_ ii% Rﬁl.? . l-?l'l'é‘gﬁﬁi ﬂqm% g’gg . * Ioiclo  Subsecuencia Punfwaciin
31 - DTGETSMLK--2,500 - 1120 -LVRNRVLFM 0.050- . . 20 -LWDPCLTRF . 2500
a1 WRRIKQFVW ' 25000 - 258 | .GIVSLLLGT . D‘_ﬁﬁﬂ . 13 KSDVPESLW {ITS'l}
324 - WEDVTRINK . 2500, - 1. FAYLHATYS Q050 - 16~ VRESLWDPO 0225
20 - ATERQOYTY 2 SIDD- : . 81" IASLTFLYT {050 : - 1 - WREFHYH)! ’ﬂlm

- 244 - SLTWREFHY 2500 . .. 49 ° TAHADEFDC 0050 . 1§ ~ SELWDPCLTR 0050 .
153 "WLDEKWMLTR 25000 . . 335 JAAMVOQILHN . Q@S0 - 4 FEYIQUHE 0050
‘21 'NLEEDDYLH" 1 800 - 266 --TIHALIFAW, f.}:ﬂsu'-- 18- ESLWDPRCLT 0015 -
100 TSHQQYFYK, ];Sﬂﬂ'. - 232 ' LLAVTSIFS (0S50 . . 22 DPCLTRFRG G013
286 ' YTPPTFMEA 1250 221~ SLGIVGLAL 0,050 . 25 LTRFKGLNL 0013
B4 " LTFLYTIAR 1250 - 185 <GLLIFFFAV . D"Uﬁﬂ T B GIHEKSDY Hﬂ'lﬂ'
108 FKAPILVINK 1 000G N7 VIPMYSITL ©0s50 . i YIQIHEKES O D}ﬂ'.
307 - CILFLPCLREKS 100G - 1207 MVSITLLAL £050 5 HYIQIHEE 0010

208 " WIEHDVWEM DS 226 OLAILALLA. 0.050 : 21- WDPCLTRFK ﬂﬂlﬂ :
i78 YSLSYFMRR 0,750 323 GWEDVTKIMN _Gﬂ45 _ 14 SDVEPESLWD H‘ﬂﬂi
78 AAIIASLTF 0 500 35 TEMLERPVL U Q30 - 3 EFFYIQTH 0,003
51 - HADEFDCFR D500 12} VEMTLLALY GGEIJ 28 . FEGIM.’_I‘QS 0,003
a0t © VLIFESILF Ds00 167  ISFFFAVIH . &ﬂﬂnﬂ . DWESLWDP ﬂj,ﬂﬂl i
M8 EKEKFPFHWLDEK 500 - 82 ASLTPLYTL 6030 - 24, CLTIRFEGLN @001
286 - FLPIVVLIF . D',ﬁﬂ'ﬂ 208 . ESOLFLPCL CI"EISD 23 PCLTRFKGL 0001
215 - RMETYVEEG-- 430 - 34~ ETSMLKRPYV 0025" -~ o2+ - REFHYIQN - (00F--
297 LpIVVLIFK 025D 19 RENLEEDDY 0025 12 EESDVEESL IJ'.DDI
247" WREFBYIQS 0.225 135 VYLPGVIAA 'G,ﬂis- : 27 RFEKGINLIQ (001"
203  NKEDAWIEH G’ﬂj - 24 - EDDYLHKDT 0025 T IQAEEXSD 0001
138 IVQLHAMNGTER ™ 0200 182 'YPMERSYRY 0.025 17~ PESLWDPCL Q001
140 - QLHNGTKYK - 0,200 Ti- - WHLPIEIAA © 0025 9 THEESDVE - 0001

268, HALIFAWNK. 0200 .. 285 'WYTPPTFMI 0,025 11 HRXSDVPES 0001
236 TSIPSVSDS - o130 - 291  FMIAVFLPI G025 - TRFEGLHLI (001

_ 64 . TQELFPQWH 0135 © ~ 163 ' .QFGLLSFFF 0025 10~ nncxsm@ﬂ ' uroul_
265 - GTIHALIFA 0125 29 .° HEDIGETSM (05 i
174 LHAIYSLSY 012§ 54 EFDCPEELQ 0025 - Tabla V-V4-HLA- Al meros:

264 'LGTIHALIF 0125 . 55 -  FDCPSELQH - 0.025% STEAP-1
210 EHDVWRME] g'm . 211  HDVWEMEIY - 0.025 ,_Cld.i péptido ¢5 una porclan de SEC ID
5 VDBLATSH. 0100 . 16l EKQRGLLSF 0035 .  Nipcoveafio ool

3 : 4 ; b It i
§ ELQHTQELF ° 0,100 142 -HNGTKYKKE 0025 .- minaicidus,g}h pusltlﬁl:;!inl]plrl
ﬂg ’ Sffw 1 g.igg 11:?2 Qfﬂ‘m g.gg - cada péptido es la posicidn inicial mis
SLTWR 0100 - . AVLHAIYSL S o<ho,

k 16:5 f;ﬁ?{jl“vsrr g::% k ?i; 2 G\-’IMIV‘E[IF gggg : I Inicio Subsecuencia Punivacién
W8 LFLPCLAKK 0100 - TMV-2HLAALSmes  SLEFAVLHA 0,050
91  LREVIHPEA 0,090 sl LSLFFAVLH 0,030
133~ VQLHNGTKY 0.075 Cada péptido esuna porcién de SEC QFGLLSIEF  0.025

241 VSDSLTWERE 0075 ID 3% 5; se especifica cada posiciin

255 KLGIVSLIL ﬂ.ﬂ'ﬁﬂ' imicial; 1a longitud del péptido es de @
E : ‘ . aminoacidos, ¥ 1a posiciin final para

:::2!3 ] m g’gg cada péptido es la posicidn inicial mis

88  YTLLREVIH 0050 o

283 IAVFLPIVY 0050 Inicic Subsecuencia Fuonotoaciono

LISLFFAVL 0020
KQFGLLSLF 0,015
FGLISLFFA 0,013
REKQFGLLSL 0,003
LFFAVLHAI 0,001

O = B O W T

100



Tabla VI-V1-HLA-ALl-10meros:
STEAP-1
Cada péptide es una porclén de SEC
D % 3, se especilica cada posicién
inicial; Ia longitud del péptido es de
10 sminodcidos, ¥ 1a posicidn final
para cada péptido es la posicién
inlcial mis nueve.

Imicio Subsecuencia Puafwacidn

. 21 NLEEDDYLHK 90000
277 WIDIKQFVWY 50,000

2417 " VEDSLTWREF . 7 500

327  GWEDVTKINK: 4,500
243 DSLTWREFHY- 3,750.
121 - VSITLLALVY-- 3,750

.99  ATSHQQYFYK 2500 .
173 VLHAIYSLSY: 27500 -

79 AIIASLTFLY- 2.500
215, RMEIYVSLGI - 2:250-
180 . LSYPMRRSYR™ 1,500
210

‘11 - DTGETSMLKR 1250
1296 FLPIVVLIFK © 1,000
153 WIDKWMLIR 69

9% - LATSHQQOYFY' 1000

306 SILFLPCLRE 1000 .

6 DITNQEELWE 1000

47 WEREFHYIQEK 0900

77 IAAILESLTF . 0 500
138 IVQLHNGIRY . 0500
300 VVLIFKSILF 0500
263 LLGTIHALIF 0,500
107  YKIPILVINK::- 0 500
116 KVLPMVSITL 0500
83 . SLTFLYTLLR 0500
173 SLSYPMERSY 0.500
66 ELFPQWHLPL 0300

¥, R

140 'q'i‘_I“K < 0400
310' LPCIRKKILK 0250
295" VFLPIVVLIF 0,250
91 IREVIHPLAT 0.225.
195 WAYQRVQQN. 4309

307 ILFLPCLRKX ' 0200
376 ATYSLSYPMR 0200
137 AIVQLHNGTE 0200
305 KSILFLPCLR - 0.150
236 TSIPSVSDSL 0150
64 TQELFPQWHL 0,135
58 PSELQHTQEL 0,135
48 QTAHADEFDC 0.123
96 HPLATSHQQY 0125
s¢ EFDCPSELQH 00125
265 GTIHALIFAW 0125
94 VIHFLATSHQ 0.100
51. HADEFDCPSE 0,100
208 T B 0,090

SRR . 10n. L
(266 YTEPTFMIAV 1250

QEELWKMKE™ g 1<

ES 2537074 T3

Takla YI-VI-HLA-Al-10meros:
STEAP-1

. Cada péplido ¢s una porclénde SEC
- ID X% 3; st especifica cada posicion

inicial; la Iongilud del péplido e5 de
10 aminoicidos, ¥ La pasicidn figal

" para cada péplido es laposicidn

infcial mis nueve

Inicia Enbsecmencia  Pontuaciin

167 LSPFFAVLHA 0075

- 162 KQFGLLSFFF 0075

260 VSLLLGTIHA 0,075

Tt 220 VSLGIVGLAL ﬂ,ﬂ'IS

g HQEEL“M amss

g0 . -IASLTFLYT 0050
-226 --GLAILALLAV 0050 -
. 292 .MIAVFLFIVV 0,050

223 GIVGLATILAL 0,050

169" _FFFAVLHAIY. 0050

‘345 ETSMILERPVL. 0050

g PRERTEM 0050

252 . YIQSKLGIVS 00350
11 ILVDVKVLPM . 0,050
756 ~XLGIVSLLLG -0,050

301 . VLIFKSILFL .0.050 -

© 2] ALLAVTEIPS 0050

134 VIAATVQLEN 0,050
128" LVYLPGVIAA 0,050 |
(287 - TPRTFMIAVF . 0.050 -
181 SYPMRRSYRY 0.050 °

52+  ADEFDCPSEL 0,45 ==~ -
139 VQLENGTKY .0

: -::-u:m
TSI«{I.J(RPVLL 0,030
- 0025
. R.Kmmqm 0,025

HEDTGETSML 0025

Beaig
gg
:

i §

2
5
g
;

0025
WYTPPTFMIA 0_&2;
15y HWADKWMLT ;09¢

LE
E

157 WMLTRKQFG 5095

24 FEDDYLHKDTG 0025
324 WEDVIRINKT 0.025
177 ~-TYSLSYPMRE 0025
63 . HTQELFPQWH 0025
31 TGETSMLKRF 0022
232 LLAVTSIPSV 0020
43 LIHLEQTAHA 0020
227 LAILALLAYT 90020
130 YLPGVIAAIV Q020
262 LLLGTIHALI 0020
294 AVPLPIVWII 0020
224  IVGLAILALL 9020
166 LLSFFFAVLH 0,020

101

.30 . KDTGETSMLK 0,050
217 _EIYVSLGIVG 0,050
124 - THLALVYLPG -0.050

& V0075
< NTSIPSVEDS 0075 -

—gmﬁqmﬁwﬁgﬂwﬂgm;u

Taka YI-'V1-HLA-Al-10meros:
STEAP-1
Cada pépiido es una porcién de SEC
ID X*: 3; se especifica cada posicion
imicial; la Iongitud del péptido es de

- 10 aminodcidos, y L1z posicitn final
-.  paracadapéplido es laposicion

infcial mas oueve,

Inicio Sobsecocnca  Pontuaciéo

127 ALVYLPGVIA 0020

© Tabla VI-V2-HLA-A1-10meros:
STEAP-1

. Cada péptido es una porcién de SEC.
ID % 5; se especifica cada posiclan
: inicial; 1a longitud del péptido es de

10 aminodcidos, ¥ la posicidn Mnal
para cada péplido e La posicion
inicial mis oueve,

. Inicie Sebsecuencia  Puntwaciin
.2 0 WREFHYIQVH O043
3 - REFHYIQVNN 0901
- & - EFHYIQVNNE 0001
- 1- TWREFHYIQV 0000
T:Illli"ul A3 HLA- AL 10meros:
STEAP-1

Lada péptido es una porcian de SEC
ID X% 7; se especifica cada posicidn

+ imicial; la Jongitod del péptido es de

10 aminoacidos, v 1a posicién final
para cada péptido es Ja posicion
inicial mis noeve,

* Imicia Subsecuencia  Pupfuaciin
. 21 * LWDPCLTRFK 5000
19 “ESLWDRCLTR 0750
. 17 . YEESLWDPCL 0450
14 KEDVEPESLWD 0.375
. 4 EFHYIQUHE 0050
s o 00438
* DVPFESLWDEC 0010
FHYIQUHEKX 0,010
'SLWDPCLTRF 0510
CLTRFKGINL 0005,
“REFHYIQOH . 0403
- WDPCLTRFEG 0403
LTRFEGINLI 0003
DPCLTRFXGL 0003
IQIHEESDY 0002
PCLTRFEGIN 0001
QUHEKSDVP 0001
YIQIEIKEED 0001
-SDYFESLWDE 0401
CHYIQUHEKS 0401
EEEDVPESLW 0001
TWREFHYIQI 0.000
‘28 RFEGINHIQS 0.000
17 TEFKGLNLIO 0000
10 HOHKXKSDVFE 0000
12 HKKSDVPESL 0000-
18 PESLWDPCLT amu-
11 [HKESDVPES 0,000

Tabla VI-V4-HLA-AL-10meras:



ES 2537074 T3

STEAP-I : : -Tabla VII-V1-HLA-A2-9meros: Tabla VII-V1-HLA-A2 9 meros:
Cada ptplidu esuna porcién de SECID - STEAP-1 0 o STEAP-1
ID N°: 9 se especifica cadaposicién  Cadapéptido es una porciinde SEC ID  ¢u4; peptido es una porcién de SEC ID
inicial; la Iongitud del péptido es de [x 37 3 s¢ especifica cada posicidn ID %% 3 ge tspetil’it_i cada posicidn
10 I:I:I:Iilli:ll-l.'it_'n!, vla pnsiciﬁfl linal imicial; 1a longitud del Pl::p“.dtl esded ‘infeial; 1a longitud del péplido es de 9
para tlt_'l pcpti_du es la posicién co lminu.irl._dus, ¥la pusicju:n En_ll para . aminoicidos, ¥ la posicién linal para
inicial mis nueve, cada péptido eslaposicion inicial mis . . 4, péplido &t La posicitn inicial mis
32 ocha. acho,
+ Inicia Sobsecuencia  Puntoaciéa
. B .']'_SLFFAV]_,H_A 1] [ﬁ'j ] Tnicio Subsecuencia  Puntwacics Inicio Subsecuencia Punfuacién
3  EQFGLLSLFE - ‘0, 0750 o120 MVSITLLAL 7309 .- ° 255 SKLGIVSIL 0282
10 - LFFAVLHAIY' 0,050. -224. -IVGLAILAL' - 7309 ° 283 FVWYTFPTF. 0249
" 67 GLLSLEFAVL. 0420 . - 294~ AVELPIVVL | 6522 '~ 286. 'YTPPTFMIA. 0247 .
~F “LLSLFFAVLH - 0,020 - L 20L" ~QQNKEDAWE  -5,818. - - - 222 - - LGIVGLAIL - 03224 -
' ‘5 -FGLLSLFFAV -0,013- -~ 20 “~RNLEEDDYL.- 571 - 198 QVQLNEEDA 0313
%+ SLFFAVLHAFr0.010°. - '252. 'YIQSKLGIV 5393 -.- 35- TSMLKRPVL 0212
~ 2 - RKQFGLLSLE 0.005 157 CWMLTREQFG 5028 - .- 8 PQWHLPIKI ' 0193
4 " QFGLLSLFFA~ 0,003 . 226 GLAILALLA -4.568 - 191 KLLNWAYQQD 0193
1 * TRKQFGLISL. 0 000 . . 82°  ASLTFLYTL 4510 - 173 VLBAIYSIS 0190
e E T : 27 - YLHKDFGET 4456 - 125 LLALVYLFG 0190
. labhla mems - GVIAATVY .
STEAF-1 ’ ;gg : ?CSMF&L ::gﬁ ’ Ta'b]!l VII-V2-HLA-A2-9meros:
Cada péptido es una porciéndeSECID 297  TPPTFMIAV 3968« . STEAP-1
I 5°: 3 se especifica cada posicidn X 233 i mmuﬂ 3’??'? ’ Cada péptido es ﬁn. percién de SEC ID
iniflal_; la longitod del p_iplido esde ¥ 737" LAI]-J'I-I-LAV 3 3:.??'.1 i ID %*: 5 se especifica cada posicion
aminoicidos, y la posicién finalpara . 24p.  Aqr AT AVT . 3575 | Loicial; Jalongitud del pépiido esde 9

cada péptido es la posicion inicial mds
acho.

; E \WEI-EI}W?EM ., - amingdcidos,y La posicitn foal pars
' igg qu g';g: e ‘cada péplido sl posicibn fnicial mis -
L

Inicio  Subsecuencia  Puntuacion 299 . INVLFKSI 2949 ; SIJM:'W' 5
A 1077647 . 258" GIVSLLLGT 2357 . « lsiio Sebsecsescia  Pustuacién
185 GLLSFFFAV 0 - .8 TNQEELWEM 2294 - 4  FHYIQVNNI 0245
" B§  FLYTLLREV ' 470 951 176 , AIYSLSYPM 2186 .2  REFHYIQVN® 0005 -
262 - LLLGTIHAL™ 3097050 ~. 319 KIRHGWEDV 2119 - '1 - WREFHYIQV 0404
302. LIFKSILFL - 233719~ 230 LALEAVTST 2096 3 EFHVIQVNN. 0000 .
158 MLTREKQFGL 210633 18. LPMVSITEL 2017 e SN ;

192 LLNWAYQQV 377,358 .. 225  VGLAILALL . 2017..  THORVIRELA-AZSmeros:
166 LLSTFFAVL 107303 32 CLRKKILKI 124 . CHotptpidocs ma porconde SECTD
256 KLGIVSLLL 74768 © -100- ITPILVINKV 1775 . e ﬂ?ﬁ?yﬁﬂﬂﬁﬁﬁﬁ'&’:g
291 . FMIAVFLPI ' 65854 = 121 | VSITLLALY . 1975 " . aminodcidos, y la posicion final para
Lo MIAVFLPIV. . 53;253‘ © 112 LVINKVLPM . 1,700 .. cada péptido es la posicion inicial mds
"36  SMLERPVIL- 57085 | 59 ‘SELQHTQEL 1537 = oo i
270 . LIFAWNEWI . 45627 237 . SIPSVSDSL . 1439
30¢ FLPCLREKI 47951 - 162 KQPGLLSFF 1238 . lsiic  Sabsecmencia  Pamiuacién
A VINKVIPMY 37,393 - 137 _AIVQLHNGT 1,025, _ B - QUHKKSDY 93563
79 TADASLYFL " 37157 T 7279 TDEKQEYWYT 0970 “27 7 REFHYIQN 0708
117 VLPMVSITL 36316 128 "LVYLPGVIA 0970 ° 1% SLWDPCLTR' 0507
164 FGLLSFFFA = 33454 . 765 GIHALIFA 0873 ' 12 -XKSDVPESL 0.209
83 . SLTFLYTLL . 32044 - 150 . -FPHWLDEWM 0,820 .6 YIQIHEES 0047
42 . VLLELRQTA. 31249 . 72 © “HLPIKIAAE 03816 25 .. LTRFKGLNL 0,038
90 LLREVIHPL 26027 276 KWIDIKQFVY 0762 24 CLTRFKGLN 0037
76 " KIAATIASL ~ 23646 105 YFYKIPLV 0711 - 23 PBCLTRFEGL 0022
123 ITLLALVYL . 23608 223  .GIVOLAILA 0683 18 ' ESLWDPCLT 0013
245 LTWREFHYE 21.265 293 IAVFLPIVV 0573 26 . TRFKGLNLI 0012
212 ° DVWRMEIYV 20836 127  ALVYLEGVI 0556 17 FEELWDPCL 0.009
219 . YVYSLAIVGL- 19776 .33 . DEFDCESEL 0473 15 - DVFESLWDE 0007
261 SLLLGTIHA. 18382 . 259 . IVSLLLGTI 0484 16 VPESLWDPC 0003
00  VVLIFKSIL 18318 . 244 SLTWREFHY - 0.432 7  IQEHKXSD 0,003
263 LLGTIHALI. 17736 ~ 49 TAHADEFDC 0400 28 . FKGLNLIQS 0,001
172 AVLHAIYSL 157907 216° MEIYVSLGI 07345 9  IHKKSDVP 0.001
126 LALVYLPGY 13975 296  FLPIVVLIF 0323 13  KSDVPESLW 0001
65 QELFPQWHL ' 11,527 131 " LPGVIAAIV | 0316 1 WREFEVIQI 0001
221 - SLGIVGLAE 10433 214 WRMEIYVSL 0311 4  FHYIQHHK 0,000
272  FAWNEWIDI 9405 169 FFFAVLHAI 0284 22 ' DPCLTRFEG 0.000
116 - KVIPMVSIT 7,963 217 © EIYVSLGIV 0281 14 SDVPESLWD 0.000

102
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“Tabla VII-V3-HLA-A2-9 meros: Tabla VIIE-V1-HLA-AZ 10 meros: Tabla VIII-V1-HLA-A2-10meros:

STEAP-1 STEAP-1 _ STRAT
Cada pépiido es una porcién de SEC . Cada péplido es una porclénde SEC  Cada péptido es una porcién de SEC
ID X°: 7 se especilica cada posician ID 5°: 3 se especifica cada posicidn 1D N°: 3 se especifica cada posicibn
inicial; 1a loogitud del péptido esde®  __ inicial; la longited del péptido esde 10 imicial; Ia longitnd del péptido es de 10
amisodcidos, v 1a posicion final para aminoicidos, ¥ 11 posicion final para aminodcidos, ¥ 1a posicion final para
cada péptido e la posicion inicial mis cada péplido es la posicion infcial mas - cada péptido es la posicion inicial mis
acho. oueve, nueve,
*. Inicio Snbsﬂ:urncu Pumivaciés ' . [nicio Subsecuencia  Puntwacién Inicic  Subsecwencia  Pumfuacién
. 2F CWDPCITREK " 0000  _ 262 LLLGTIHALI 65622 1856 - LLSPFPAVLH ' 0483
. 20 _'LWDP‘CLTF.F umﬂ . 26% . ALTFAWNEWIL 57380 293 IAVFLPIVVL 0476
3 - [.FHY]Q[H-_[‘”*GUDD ot 229" ILALLAVTEL - 792:- oo --167 - ¥BFFFAVLHA - 0,469
- 1o~ -OIKKSDYPE — 0000 - * 309 ‘FLPCLREKIL - 40,289 . - 4% - VLLHLHQTAH. "0465
11 = REKEDVPEE-- 0.000 . =86 YTFPTFMIAV. 38837 - .36 - SMLERPVIIH 0458 -
5 BYIQUHKX - 0,000 - 122 SITLLALVYL - 37157. 258 -GIVSLLLGTI - 0429
27 « RFEGLMNLIQ-~0.000 . *© 86 -FLYTLIREVL 0852 _ 220 -VSLGIVGLAI - 0428
. % s Cahe - 11% - ~KVLPMVSITL - 24206 124, TLLALVYIPG 0414
Tabla VI-V4-HLA-A2-Smeros: " 120 MVSITLLALV 237958 ‘48 -GTAHADEFDC 0500
STEAREL 112.  LVINKVLEMY 23795 68 ' FPQWHLPIRI 0213
Cada péplido es una porcibn de SEC 221.. -SIEW‘GLA]L 20,145 . 7L WHLPIKIAAL = 0284
b = rampepeellich cala posichin 111 JLVINKVLPM 19425 216 MEIYVSLGIY. 0282
inicial; la longiind del péptido es de 2 Ea mmw 18203, 31 g mms 027‘
';““?ﬁﬂ“-!" =' P“’}“:‘;" :1"1"1!']'"_ 200 VQQIKEDAWI 9 §S0 33 <GETSMLXRPFV 0270
cada péptido esla posicién inicial mis FVWTE ] ' . VQOQNKED s
2 acha.p E; ETRKQFG‘EI‘ :F;TMD ; 198 QQ A Q24T -
Inicio Slbse:unua Puntuaciin - IQSKLGIVSL. 8468. 163 QRGLLSFFFA 0209
S - GLLSLEEAY. 291 5 LDIKQIAHA 546 260 VSLULGTIA 0204
, L T 294 AVFLPIVVLI - 7768 = 225 VOLATLALLA 9204
5 _-_-LLSIFFAVL 107 503 274 IVGLAILALL © 7.309. - 118 . LPMVSITLLA 0204
" & - BLFFAVIHA 42278 223 GIVGLAILAL  6.756. 277 WIDIKQFUVWY 0,197
4 ~FOLLSLFFA. . 40,497 . © 292 MIAVFLPIVV 6 866 257 IQIVSLLLGT 01%
.2, KQFGLLSLF 0225 103 . QOYFYHKIPIL 6336 302 LIFESILFLP 0172
9  LFFAVLHEAI " - 0,105 278 MIKQFVWYT 6,343 17 YLHEDTGETS 0.168
1 RKGFGLESL, I‘Jﬂﬁﬂ = 128 LVYLPGVIAA 5435 - 227 LAILALLAVT 0,166
7 LSLFFAVLH - 0.012 29'9 IVVLIFESIL 4,955 72 CHLFIJAAD 0,145
3 .- QFGI.:-LELFFH-O-GW y FPH'WJ.DKWM 45'1 P 218 ~EXIRBGWEDY &lg
2 100 . TSHQOYFYEY 125 -
S z?s_ NKWID.EKQF\F 4410 173 VLHAIVSLSY 0,27
Cada péptido es una porcidn de SEC 2] l: HSanﬁ EYTL Gt i M‘ﬂimmﬂ. DL
ID X% 3 se especifica cada posicidn _ ;g G KH.AII:;% g:;;g 'm _R'P ) ] 0’1_1.2
i.lli.fi.l.l;_ll longitod del ptzptidu esde 10 171 FAVLHAIYEL 3139 Tabla VIII-V2-HLA-A2-10meros:
aminodcidos, ¥ 1a posicidn final para l'ﬂ KQFGLEFFF 3" ot : STEAP-1
cada péptido es 1a posicidn inicial mis 17  MIKRPVLIML 2:9:'.'! Cada péptido ¢s wna porcién de SEC ID
oueve. P EI‘H“Q'W]!I"PI— 9 805 - - *®: 5 se especifica cada posicidn inicial;
Imicio  Subsecuemeia  Punfuacion S0 LIREVIHPLA - 24632 Ni lanpfralt gel peptico.es de 1

aminodcidos, ¥ la posicidn loal para
cada péplido es la posicién inicial mis
oueve,

157 WMLTRKQRG. o5 pp 127 ALWLEGVIA 2037
KLLNWAYQQ 135, qi 145 TKYKKPPHWL 1984

lgl P " 04 KFDAWIFHDY 18§93 ' lmicis Sebsecueacia  Puntuacic
91 - mvrunr 828 006 248 REFHYIQSEL, 13537 3 REFHYIQVNN 0005 -
301 VLIFKSILPL 459398 . 209 IEHDVWRMEL 1414 ° . )} TWREFHVIQV 0.005
164 FGLLSFFFAY. 333,593 304 FKSILFIPCL 1193 . 4 FFHYIQVNNL  0.001
125 LLALVYIPGV 271,948 64  TQELFPQWHL 1040 '2 . WREFHYIQVN 0.000

232 LLAVTSIPSV 271548 237 SIPBVSDSLT 1S -
165 GLLSFFFAVL 233977 296 FLPIVVLIFK 0.367 S EABESFETTENS ST A0 mErDs:

251 SLLLGTTHAL 181,794 119 PMVSITILAL §.781 . STEAP-1
8% - TILREVENPL 181,794 B2 - ASLTELYTLL e N Cada péptido esuna porcién de SEC ID
23 GLAILALIAV 159 970 264 . DGTIHALI®A 0697  N" 7seespecifica cada posicion inicial;
130 . YLPGVIAAIV 131175 324 - WEDVTKINKT 0,613 1a longitud del péptidoesde 10 -

244  SLTWREFHYI 109.023 %6 ELGIVSLLLG o600 amingdacidos, ¥ 1a posicidn final para

283 FVWYTPPTRM 91283 219 YVSLGIVGLA 0508 02 péptido eslaposicion inicial mis
- 117 VLPMVSITLL B3527 35 ISMIXRPVLL 0,516 sl

108 KIPILVINKY 76985 218 RMEIY‘-’SLGI 0482 Inicic Subsecoencia FPootuacién
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Tabla YIII-V3-HLA-AZ-10meros:
STEAP-1
Cada péptide es una porcién de SEC ID
<o T sk especifica cada posicion inicialy
la leagilad del péplido ef de 10
amingdcidos, ¥ 1a posicidn fpal para
‘cada péptido es 1z posicion inicial mis
RUEvE,

Inicio S@pbsecuencia FHuotoacion
25 ° CLTRFKGLNL, 21362
8 IQUHEKSDV - 11,918
-2y CSLWDPECLTRF ™ 583
‘16 '~ DVPESEWDPC 0,111
26 LTRFKGLNLF-~0.045
- 23 DPCLTRFKGL™ 0.020. -
17 VPESLWDECL - 0015
"7 YIQUHKXED.- 0009
10+ . UHKKSDVPE® 0,003
18 PESLWDPCLT 0,003

2 WDPCLTRFFLG D,GEIE
3 - REFHYIQOH. 0002
13 KKSDVPESLW- 0,001
14  KSDVPESLWD . 0001
I  TWREFHYIQI: 0,001
9- . QUHKKSDYP 0000
3 WREFHYIQN ' 0,000
15 SDVPESLWDP. 0,000 .
-4 FHYIQIHEE " 0000
19.- ESLWDPCLTR = 0,000
24 PCLTRFKGLN- 0.000
12 HEKSDVPESL 0000
1} . BIKKSDVPES 0,000
2§ RFKGLNLIQS 0.000
27 TRFKGLNLIQ 0,000
4  EEMVIQUEK 0000

21 LWDPCLTRFK: - 0,000
[ HYIQOHEXS ﬂm

‘Tabla VIO-V4-HLA-AZ-10 meros:
STEAP.1
Cada pépiido es una porcién de SEC ID
N9 se especifica cada posicidn inicial;
la longitud del péptido es de 10
aminoacidas, v 1a posicitn [inal para

cada péptide es la posicitn inicial més

ocho.

Puntmaciin

2331917

Subsecuencia
GLLELFFAVL
SLFFAVLHAI 88 763
FOLLELFFAV. .85 136
EQFGLLSLEFF -0 3538
LLSLFFAVLH. 0481
LSLFFAVIHA 048y
QPGLLSIFFA Q253
TRRQPGLELSL C00D
FROQFGLLSLE Qo000
1 LFI-‘AVLI-MI‘E 00

i

B e B =X W LA WD O B

Tabla IX-V1- A.S 5|mtr STEA.P 1

Cada péplidn esun pore 14D de SEC

I "2 3 se especilica cada posicidn
inicial; 13 longitod del péptido es de 9
aminoacidos, v la posicidn final para
cada péptido es la posicién inicial mis
ocko.

ES 2537074 T3

inicial mas ocho,

Inicio Subsecuencia Huofuacion

307 - ILFLPCLRK
153 . WLDKWMLTR
108 - KIPILVINK
IES . GLLSFFFAV

2585 FLEIVVLIF

- 244 ELTWREFHY -
M4 QLINGTRYK
m FMIAVFLEL
i - VLIFESILF

B4 7T CLTFLYTLLRY

©1¥ T T ELWHKMEKPRR

236 © KLGIVSLLL.
166  LLSFFFAVL
268 HALIFAWNK
90: LLREVIHPL
162" KQFGLLSFF -
262 - T LLLGTIHAL
130 YLPGVIAAL
7" . TTNQEELWK
37 . MLKRPVLLH
221 ' SLGIVGLAI

© 158 MLTREQFGL
117 VLPMVSITL
3127  CLRKKILKI
248  REFHYIQSK
297 LPIVVLIFK

-226  GLAILALLA
80 TASLTFLY
283 . FVWYTFFIF

148  KEFPHWLDE
31 DIGETEMIK
T2 HIPTETAAT

21°. MNLEEDDWIH

263---+ LLGTIHALL -

302 - - LIFKSILFL
36 SMIKRPVLL
191 umamq
122 8§ :
294 .- AWI.I’IE‘WI.-
60 ELQHTQELF
306 . SILFLPCLE -
261 - SLLLGTTHA -
138 - - AVQLHNGTK. -
90 ATSHQOQYFY

240 SVSDSLTWR
€3 SLTFLYILL
103  QQYFYKIPI

9 NGEELWKME
270 LIFAWNEWI
245 . LTWREFHY!
76 - KIAAIASL
172 .. AVLHAIVSL
133 GVIAAIVQL
97 . PLATSHQQY
176 ATYSLSYPM
. 68  FPQWHLPIK
100 . TSHQQYFYK
309 FIPCERXKI
269  ALIFAWNKW

. 42 VLILHLAQTA
127 ALVYLPGVT
300 VVLIFKSIL

104

Qlaachuuriuuuuuuuuﬁ..}
[T+

300, 000
35000
36000

24,300.
18000 -
12,000
10,000 -

8,100
6,000
¢,000
6,000

5400 -
£400

2,000
20825 .

2025 .

455553388

§E83ERE

H5EEEEEE

%EEE%‘%‘S_&E

I:H: ]‘_'( V1-AMVSmeros: STEAP-1

Cada pEpI]dn cs una porclén de SEC ID
N*: 3 se especifica cada posichén inicial;

la longitud del péptido es de
amincicidos, ¥ 1a posicién final para
cada péptido es la posicibn iniclal mis

124
123
299

~n6=

43

191
178
139
i |
120

182

08

11z -

B8
115
128
- BE

- 258
268

193
Fl: 1
119
219
i

134 -

15
144
=78

232 -

123

acho,
TLLALVYIP 0270
GIVGLATLA 0270
I¥VLIFESI
‘KVLPMVSIT 0203
- LLHLHQTAH 0200
PMEREYRYEK . 0200 -
LINWAYQQV 0200
YELEYFMRRE 0180
. VOQLHNGTEY 0,180
IYOLAILAL 0,180
- MVWSITLLAL 0,180
YPMRRSYRY 0,180
WIERDVWERM 0,180
LVINEVIFM  D1ED
- TLLREVIHF 0,180
REMEIYVELG 0280
LVYLYGVIA 0150
FLYTLLREY 0150
GIVSLLLGT 0,135
STIHALIFA 0,135
EILEIRHGW 0,135
. AHASLTFL 0135
WEDVTEINE. 0120
LEEDBYLHE  0.120
AWNEWIDIX. - 0,050
! : 0,090 -
EIPEVEDSL 0,090 -
MIAVFLFIV  0.090
YTPPTRMIA 0090
FMVSITLLA ﬂ,ﬂﬂﬁ
YVELGIVGL 0050
TIHALIFAW 0,090
VIAAIVQLH 0090 .
. KMFPRENLE. 0090
OTEYERFEH 0090
BPIKQEVYWYT 0080

LLAVTSIPE 0030
JTLLALVYTL.

Tabla IX-VI-HLA-A3-?meros:

_ Cada péptido es una porcién de SEC ID

X°: 5 se especilica cada posicidn iniclal;
la longitud del péplido es de %
aminodcidos, ¥ la posicién Minal para

Inicla

4

2
1
3

. cada péplido <5 la posicion inicial mas

ocho,
Subsecusncia Funtuacibn
FHYI 0008

REFHYIQVHN G001,

"WREFRYIQV G000

EFHYIQVNN 0000

Tabla DEVA-HLA- AN 9 meros:

STEAP-1
Cada peplida ¢s una porcién de SEC ID

0203 . -



ES 2537074 T3

. X% 7 se especifica cada posicion inicial; Tabla X-V1-HLA-A3-10meros: Tabla X-V1-HLA-A3-10meros:
) l1a longitud del péprido es de 9 STEAP-1 S5TEAP-1
aminodcidos, ¥ la posicién linal para Cada péptido s una porcidn de SEC Cada péptido es una porcidn de SEC
cada péptido es la posicién inicial mis  ID N7 3 se especifica cada postclén [D %*: 3 se especifica cada posiclén
ocha. infcial; 1a Jongitud del péptido esde 10 jnjcial; 1a longitud del pépiido es de 10
Inicic  Subsecuencia Puntuacién amingdcides, ¥ 1a posicién final para aminedcidos, ¥ Ia posicion final para
19 SLWDFCLTR - 60,000 cada péplido es La posiciém inicial mas cada péptide es La posicién inicial mis |
4 FHYIQIHK- '@ 00 b BUETE.
% . Hmm-mi ﬂﬂﬁﬂ " .Iofefe Sobsecuencia Puntuacids  -1micio Subsecuencia Fooluoacién
25 LTRFKGINI. I[H:Iﬁﬂ 40 QLHEMNGTEYEKK 60,000 . 127 ALVYLPGVIA 0450
.2 CTREFHYIQU. . G041 21 mmﬁﬂﬁx '60.000 133 GVIAADVOLH 1:-405
c B QIEHKESDY -+ 0030-° . iﬂ- WLDXWMETR 40000 138 - IWQU-H@GTKY ﬂ40ﬂ
*L 24 CLTRFEGLN - 0913 IR O L et SR e SLEYFMRIFSY - - 0.400°
L1 ST LW!J-PCLTRF---GWS_ o' 16§ - GLESFFFAVL 24300 . 10 - LPCOLRE¥OK 0400
13 .. KSDAVTESLW. - 0005 - B2 SLIFINTLLRE 24,000 42  VLLHLHQTAH {4300 -
285 TRFKG’LNLI - 0005 - - 313 . VLHAIYSLEY, 24,000 .. 309 FLPCLRKKIL 0300
15. ~DVFEELWDF . GIIH 3 337, OFLYLRKK 13.000 232 LLAVTSIFSY 0,300
6 .. YIQHHKKS . DDCB - 306 SILFLPCLKK 9,000 31 DYGETSMLER €270
12 .- EXSOVPESL.--0003 . ° %6 ELFPQWHLERL. 3100 . 107. VEIPILVENK . 03270
- 21" WDFCLTRFK 0002 312 . CLRKEILKIR 4,500 119 PMVEITIAAL 0270
- 16 VPESLWDPC.-. I.‘r_[[l! . 272 - FAWNKWIDIK 4500 - 2¥9 IVVLIFKSIL 0270
g9 = IHiK.KED\I'P Y1 - SR Iﬁl'. ; KQPGLLS._PFP_‘ 4,D$0' . 265 GTIHALIFAW 0203
Iy . P"'-.l'l'ﬂ]"KGL - 0,001 163 LLGTIHALIF 4000 97 - PLATSHQOYF 0200
1. WREFEYIQI -~'¢poI 95 ATSHQQYFYK 3000 43 LLHLHQTAHA 0200
17 - PESLWDEPCL .0 I'III : E6 FLYTLLREVI . oo, - (267 [HALIFAWNE. 0,130
7 . JQIHEESD: - - _ﬂ,{IID 151 WB.II.ZIRKQFG 2700 30 KDTGETEMLK 0,180 . .
18 ESLWDPCLY . 0p00 - T o 256 © XIGIVSLALG 0,180 -
Iz DFCLTRFEQ, 0000 3'? ]"-I.L]LR.E"'-I"LLI'IL' 2,700 13 KMEPRRNLEE 018D
3 EFHYIQIH -, 0. pod 36 SMLERPVLIH -2 700 2E3 PVWYTFFIFM O.150
18 FROLMNLIQES. 0000 . 34, WVLIFKSILFL - 2700 . 160~ ISYPMRREYR O150
i HEXSDVPES 0000 © 262 LLLOTIHALL 2025 . 224  IVGLATLALL 0135
14 _ SDVPESLWER ' 0000 89 - TLIREVIHPL 2023 103 - QOYPFYRIPIL ﬂl!ﬂ
17 RFRGINLIGT 0000 176 ANWSISYPMR 2000 2681 EQFVWYTPPT - 0,135
1¢ [HEXEDVFE 0000 229 - ILALLAVTSL  1.E0O . 2BS YTFPTFMIAY (G135
bR . T 0 ANASLIFLY - 1,E00 S 108 KIFILVINEY €135
Tabla IX-V4-HLA-A3-9 meros: 226 - GLAILALLAV- 1,800 - 256 -GIVSLRLLGTI ¢.121 --
STEAP-1 244  SLTWREFHY1 1,800 R~ GWEDVTEINK €120
Cada péplido es una porcitn de SEC 111 D..WK.\’I.-FM 1,200 231 ALLAVTESIPS 0120
I N°: § se especilica cada posicidn 215  RMENVSLGL  1.200 9% LATSHQUYFY 0,120
‘inicial; la longitud del péptido es de : WﬁYQ‘Q‘I’Q’QN . 102 HOQYFYEIF! 0108
aminoicidos, ¥ la posicidn final para 1’5 R lssm 247 .WREFIIVIQSE .u,ﬂ'g.u
cada péplide es la posicion iniclal mas _' 2151 ; SLLEGTEHL- 1-3%0 T 310 KIR]-IGWED\FT ﬂ,ﬂﬂa
ocho. 209 AVF_L'PM - .1,3%0 - s EKSEFLPCLR 0090
- Inkele Subsecuencia Puntuacidn 6y ALIFAWNEWI 1,350 124 TLLALVYLPG 0090
. 5_ _ GLLSLFFAV__ $100. .. .29 _FMIAVFLPIV 1350 . .122 SITLLALVYL 0090
B _SLFFAVIHA ' 6 DOo 116 EVIFMVSITL 1 2]5 144 GIEYEEFFHW 0090
o LLSLFFAVL: 5,4!]:' 23 GIVGLATLAL 1215 - 64 | TQELFPQWHL - 0,081
2 - KQFGLLILF, 2825 & DITNQEELWK 1,200 £l LASLTFLYTL 0081
9 LFFAVLHAI 0,007 217 WDIKCFYWY 1200 . 00 TSHOQYFYXI - 0.081
7 ISLFFAVLH.. 0005 - 117 . VIPMVSITLL 0500 112" LVINKVLPMV 0058
3 QFGLISLFF. 0,004 137 AIVQIM D,Qﬂﬂ - 302  LIFKSIIFIP 0068
i REQFGLLSL: 0002 72 | HLPIRLAAN 0504 6 HPLATSHQOQY 0080
4 FBI.LSLFFA 0,001 221 - SLGIVGLAIL 0900 92 LLNWAYQGY 0050
125 LLALVYLPGY 0500 . Q L
Tabla X- ;. T1E ;t;.i; -A3-10meros: 191 Kme_ﬁqu 0900 206 Dﬁwmémw 0.660
Cada péptido es una porcién de SEC 123 LVYLPGm 0 500 . B0 DASLTFLYT 0050
D X7: 3 se especifica cada posicién ! ; N
inicial; 1a longited del péptido es de 10 300 - VVLIFKSILF = 0,600 . 317 - LEIRHGWED 0.060-
amincicidos, v la posicién Minal para 166 'LLSFFFAVLE 0,600 " IBE YRYKLLNWA 0080
cada péptido esla posiciin inicial mas 183 FMRRSYRYKL 0,540 S Y )
nueve, 158 MLITREKQFGLL 0,340
- 130  YLFPGVLIAATY 0450 Tabla X-V2-HLA-A3-10meros:
Laicie Subsecuencia  Puatvacidn 139 VGQLHNGTEYK 0450 STEAP-1
294 FLPIVVLER 20,000 50  LIREVIHPLA D450 Cada péptido es una porcién de SEC ID
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Tabla X-V2-HLA-A3-10 meros: . Tabla X-V4-HLA-AM 10meros: -7 Tabla X1-V1-HLA-A11-9meros:
STEAP-1 STEAFP-1 STEAP-1
X% 5 se especifica cada posicién inicial; " 1" LFFAVLHAIY - 0020 Cada péptido es una porcion de SEC
~ lalongitud del péplida es de 10 § LSLFFAVLHA 0002 © ° IDN* 3seespecifica cada posicitn
. aminodcidos, y 1a posicién linal para ‘2 . RKQFGLLSLF ¢ mg inicial; Ia longitud del péplido es de §
cada péptido es la posicién inicial mas 5 FGLLSLEFAV . 0003 aminnicidos, ¥ 1a posicitn final psra
. nuewl, . ; I TRKQFGLLSL . €002 - cada péplido es la posicidn inlclal mis
© Teicie  Subsecueacia  Pummuacion 4" QFGLLSLFFA - 0,001 : frchio _
' TWHESHYIOY U DUl Inicio Subsecuencia  Pumiuacidn
"4, EFHYIQVNNI 0p01 - Tabh XIV1-HLA-A11 9 meros: . 219 YVSHGIVGL 0,020
3 - REFHYIQVNN .. 0,000 ;o GIRHEE 154 LDKWMLTRK 0,020
= 3 WREFHYIQVIN - 0.000 - Cada pépiido es una porciin de SEC 73 AWNEKEWIDIE 0,020
o SETE S G .. o IDN°: 3 seespecifica cada pesicién 250 IVSLLLGTI. 0020
"Tabla X-VI-HLA-A3-10 meros: inicial; la longitud del péptido esde 9 0% ATSHGQYFY . 0020
STE-!P 1 :mlua_:icldos,}' la pnslclé_n Mnal para 286 YTPPTFMIA D:Dlﬂ 2t
Caoa peptldn €5 Una por:lén de SEC cada péptide es Ia posicion luiclal mas g9 QVQONEEDA . 0020
1D N#: 7 se especifica cada posicién ocko. 245 . LTWREFHYI 0020
. inicial; La longilud del péptido es de 10 Toicie Sobsecasncis Puntuacicn © 316 KILXIRHGW  00]3
- amincdcidos, ¥ La posicidn linal para D108 - EIFLVINK.. 2,400 W02 O LIFKSILFL 0016
"cadapéptido €sla posicion inicial més © jag . pVOLEINGTK 2 000 376 © AIYSLSYPM 0016
: iR 7 . TTNQEELWK . 2,000 1259 . IVVLIFKSI 0015
Imicio Subsecmencia Puntuacisa 307 - ILFLPCILREK- 1,600 123 - ITLLALVYL um:
20  SLWDPCLTRF 15000 - - 84 - LTFLYTIIR- Q800 - . 88 ~ YTLLREVIH 0015 -
25, CLTRFKGLNL 1200 - - 268 - HALIFAWNE - Q600 178  YSLSYPMRE 0012
5 . FHYIQIIHEE ' 0225 ° 297 - LPIVVLIFK: (600 .24 ELTWREFHY 0.012
26 LTRFKGLNLY 045 3. DIGETSMLK ¢.600 - 2%k FMIAVELRL. 0012
.19 ESLWDPCLTR 0,027 186 AYQOVOONE - 4400 .. 80 | TASLTFLY 0012
17 VPESLWDPCL 0018 240 . SVSDSLTWR . 0400 ~ ~ 277 WIDIKQFVW 0012
4 EFHYIQUHE, 0018 . . 248. EEFHYIQSK W {350 -.319 °~ KIRHGWEDV 0,012
B IQDHKKEDY . - 0,009 - - 9 NQEELWEMK- 0.200 146 KYKEKFFHWL 0012
3 REFHYIQUH - 0.00% 148 KKFPHWLDK - 0240 - 285 WYIPFTFMI 0,012
18 DVPESLWDFC 0009 140 QLHNGTEYK 0200 266 TIHALTFAW | 0012
21 - LWDPCLTRFK 0,003 - S8 - FPQWHLPIK 40,200 251 BLILIGTHA - 0.012
9 QUEHEESDVF -0.003 153 WIDKWMLTR 0.160 3ot VLIFKSILF 0.012
2 WEEFHYIQIE 0003 22 1lEEDDYLHK €120 75 - KIAANASL 0,012
22 DPMCLTRFEGL 0003 . 306 TBIFLPOIR-- 0120 129 . VYEPGVIAA 0012 .
10 IHEKESDVPE 002 324 WEDVTEINK® {120 1¥8 MLITR¥QFGL 0012
i TWEREFHYIQI 0,002 144 GIKYEXFFH O0.090 ast HYIQSELGI 0012
7 YIQUHERSD  0.001 133 -QVIAATQL 0090 327  VTEINETEL 0010 °
13 . KKSDVPESLW - 0,001 265 GTIHATFA © 0090 63 HTQELFPQW 0010
12 HEXSODVPESL. 0008 - 177 ° IVELSYPMR.- 0,080 159 - LTRQFGLL 0010 .
14  ¥SDVRPESLWD 0001 181 SYPMERSYR €.080 116  KVLPMVEIT 0000
15 SDVEESLWDP 0000 - 323 - RHCWEDVYTK-- 0060 - 13 -VQLANGTKY 000%
27 TREEGLNLIQ 0000 313 PCLRKKOK 0060 187 SYRYELINW 0008
.28 FRFROLNLHRS 0000 ... 100 —TSHQQYFYK . -ﬂ',ﬂﬁﬂ ~ 122--. STILLALYY ﬂﬂﬂﬂ
11 IHKKSDVPES- 0,000 172  AVLHAIYSL 0080 . 106 FYKIPILY] u_mu
22 'WDPCLTRFKG .0.000 112 LVINKVLIM. 0050 3z . TGEITSMLEER {008
& EYIQIHEES 0000 165 'GLLSFFFAV 0054 iz CLE¥FILEI ¢008
I8 PESLWODPCLT (:-,qao 12 EBLWEMEKFRR - 0048 105  YFYRIPILY 0008
24 PCI'..'I'F.FKGIH D&ﬂﬂ' : 294 - AVFLPIVVL - 0040 208 - WIEHDVWEM 008
141 . LANGTXYRE Q40 37 MLEKRPVLIH 'N'E
Tabla X- " 4- HL-'?- A3-10meros: 128 LVYLPGVIA 040 182 YPMERSYRY . 4,008
. STEAP-1 283 FVWYTFPIF, -0ﬂ$ﬂ 117  VLPMVSITL ©008
ada peptide es una porclin de SEC 120 MVSITLLAL {0.040 168 SFFFAVLHA (OO08
D N%: 9 se especilica cada posicion 224  IVGEAILAL 0040 - 14 QYFYRIPIL 4008
inicial; 1a longitud del péptido es de 10 162 . KQFGLLSFF. {0,036 796  FLFIVVLIF 4008
aminoicidos, ¥ 1a posicion final para 223 GIVGLAILA 0936 3] NLEEDDYLH 0008
cada pépiido es la posicidn fnicisl mis - 398  LELPCLREX: 0.030 272 . PAWNEWIDI. 0 'DIJE
R 3o VVLIFKSIL . 0,030 221 SLGIVGLAL 'JWE
[oicic Sobsecuencia Puntuacion 150 RYELLWNWAY 0,024 07 AWIEHDVWR 0006
] GLLELFFAVL 24300 . 212 DVWEMEIYY 0024 ' 262 LLLGTIHAL ﬂ‘mﬁ
% SLFFAVLHAl . &750 103 QUYTYXIPI 0029 36 SMLERPVLL 0.006
3 KQFGLLSLFF 2700 - 256 KLGIVSLLL 0,024 163 QFGLLSFFF  0.006
7  LLSLFFAVLH - (.600 226 GLATLALITA 0024 i : foe
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Tabla X1I-V1-HLA-All-10meros:
STEAP-1
Cada péptido ez una porcidn de SEC m
5% A se especifica cada posicion inlcial;
la longilud del péptido ¢s de 10
aminodcidos, v la posicidn final para
cada péptido es la posicién lnicial mis

. Tabla X1-V2-HLA-All-9meros:
STEAP-1
' Cada péptido es una porcién de SEC ID
N 5 se especifica cada posicitn inicial;
la loogitud del péptido es de 9
" aminedcidos, v la posicién final para
" cada péptido es la posicidn inicial mis

Tabla X1-V4-HLA-A11-9meros:
5TEAP-1
Cada piéptido ¢ una porcidn de SEC ID
N 9 se especifica cada posicion inicial;
la longitud del péptido es de &
aminndcidos, ¥ 1a posicion final para
. cada péplido es la posicitn inicial mis

ocho, acha, LOEVE.
. lnjeio  Subsecuencia Puntwacidén ' Inicio  Subsecuencia  Puntuacién Inicio  Subsecuencia Puntuacién
& FHYIQVNNLET 0,000 6. LLSLFFAVL. 0004 o0 DAWIEEDVW 0.
1° . WREFHYIQV 0,000 § ' LFFAVLHAI 0004 =5 R
2+ - REFRYIOVN- 0,00 3 ' QFEILLSLFF 0004 . 226 !GI_.MI.,ALLAV no24 -
. -3 . -EFHYIQVNI'I " GEIDEI' ' L - BRRQFGLLSL - 0001, 215,. RMEIYVSLGY. 0024 -
ved = . ' FOLLSLFFA- - 0001 © . 129 M‘H’SI'IILHLV 0020 -
. Tlhll X1- '.3 HL-l--llJ. 9 meros: it ISLEFAVLH . 0000 % qu&wm 5
STEAP-1 _ N g . 04020
.. Cada péplido ¢5 una porclén de SEC ID - Tabla X11-V1-HLA-Al1-10meraos: . 320 mngwﬂnm 0020
™ 7 se especilica cada posicion inicial; STEAF-1 7 .IWQEELW n’ﬂ:u
s la longitud del péptido es de @ Cada péptido ¢% una porcibn de SEC ID 786 YTPPTFI‘-'HA\’ 0:'020
-« aminodcidos, ¥ 1a posicion linal para N1 3 se especifica cada posicion inicial; 138 - IVQLHNGTEY 0020
* cada péptido es la posicidn inicial mas la longitud del péptido es de 10 : S
E e MIE:-, amincdcidos, ¥ la posicifn final para 198 Qmm o520
‘Inicio  Subsecuencia Puntuacion L s ::g:-:icl-ﬁn LRlcialids 219 WS!.:GI?GIA 0020
5 HYIQIHEX:  0600° : - 247 WREFHYIQSK D{‘-I'ID .
19 SLWDPCLTR. 0 3211 2o ‘Inicio  Subsecuencia FPuntuaciéon - 259 IVSLLUGTIH (020
4 FEYIQUHX" '0 QBD D %% . ATERGGYEYK - 3,000. 24 DVGLAILALL 0020,
25 LTRFEGLNL. 002& ' 306 SILFLPCLRK "1.200 ©  ° 305 KSILFLPCIR O418 .
B QIHEKSDV _'ﬁ,Wﬁ_ 206  FLPIVVLIFK 0800 . 1'5.3. M’IF.KQFG 0018
I REFHYIQIL .© 0,004 - 11 NWLEELDYLHE - 0EDD - P
21 WDPCLTEFK © 0002 M0 QLHNGTKYEE 0800 79 ﬁHASLTFLY 08 - -
15 DVPESLWDP 0008 = 137 AIVQLHNGIR 0600 161 m.mwamq o.in
27 RFEKGLWLIQ. 000 - 139 VQLHMNGTEYE . 0450 :
3 EFHYIQUH = 0001 195 WA.‘:’QQVQQH. 0.400 258 GIVSLLI:G'H o018
12  KESDVPESL 0001 ' Bl e 165 OLLSIFPAVL {818
13 KSDVPESLW ~ 'D,Oﬁll'_ 153 WLDKW“‘-'ILTR o'm 14 QYFYKIFILV 0.6
.7 IQUHKKSD.. 0000 P e e 14y HWLDKWMLT - o000
26  TRFKGLNLI. 0,000 270 FAWNKWIDIX 0400 R . i
- M CLTRFEGLN 4.000 3G LPCLREXILKE 0400 - 102 HOOYFYFIM 002
- 9 ITHXESDVP . - 0.000 . & -DITNQEELWE 0240 36 EIMLXRPVLLH 0012
t WREFHYIQI  0.000 67 - LFPQWHLFIK 0200 . 108 RIPILVINKY 0412
C & FIQUEFEES: . 0000 116 - Lo 0180 . 64 CFQELFPOWHIL 0012
-3 EWDPCLTRE. 0000 177 ' IYSLSYPMRR (160 103 CQOYFYEIPIL 0412
16  VPESLWDEFC 0000 83" SLTFLYTLLR - 4.160 C30) 002
2 DPCLTRFIG 0,000 178 - AIYSLEYPMR - (160 i LVINEVIPM 04012
= N PCLTRFEGL,,_J]M .~ 265 . GTIHALIFAW . 0,135 §1-. HTQELFPQWE . 0410
14 SDVPESLWD, 0000 30 KDTGETEMLE (120 151'.F QOVOONEED 'ﬂ;ﬂl;'?.
17 PESLWDECL .0.000 323 "GWEDVTEINE. 0120 : A ’
28 . FEGINLIQE 0000 A DIGETEMIKE &120° 93 EVIHPLATSH o409
11 HENSDVFPES . 0,000 162. FKOQFGL1SFFF 4¢108° 285 WYTPFTFMIA 0008
10 THEESDVEE - §.000 - 133 GVIAAIVQLH -ﬂﬂ?ﬂ" - 181 -SYPMRESYRY 0008
IB- ESLWI‘IPCLT _Dﬂ.'!'.l 307 ILFLPCILREK 'DOBD 86 FLYTLLEEVE {008
' 128 LVYLPGVIAA 0080 37 MIKRPVLLHL 0008
‘Tabla X1-V4-HLA-A11-9meros: 107 YKIPILVINK 0050 292 MIAVFLPIVV 000B
SLEALT D0 VVLIFKSILF- 0060 ‘180 ISYPMRRSYR D008
Cada péptido es una porcibn de SEC ID 147 YEEXEFEWLDE 0040 172 - VRHAIYSLEY {002
- W% 9 se especifica cada posicion inicial; a84 AVEILPIVVLI. _ﬂ.:m 118 LPMVEITLLA 0008
l1a longitud del péptido es de § 182 YPMRRSYRYK 0,040 105 ) mﬂ_w n;pug
amincdcidos, v la posicidn final para 157 IHALIFAWNE 0O MD 283 LI:G'I'H-M.IIF o D08
cada péptido es la posicién infcial mis 112 CLREKILXIR. ﬂ'ﬂﬂ-ﬂ' 280 TFMIAVELFI 0008
ocho, 283 FVWYIPPIFM 0,040 200, VQUNREDAWE 0,008
"Inicio  Subsecnencia Puntuacién 223 CIVGLAILAL 0,035 171 FAVLHAIYSL 0005
3 GLLSLFFAY 0,054 144 OTEYEKFPHW. 0,030 73 EFIRIAATEA 0,005
2 ROPCGLLSLE - 0,036 209 IVVLIFKSEIL - 0030 281 LLLGTIHALI 0008
2 SLFFAVLHA - D.OL5 112 L\'MK?ULW 0.030 129  VYLPGVIAAI 000§

107



Tabla X1I-V1-HLA-A1l-10meros:
STEAP-1

Cada péptido es una porcién de SEC
1D N*: 3 se especifica cada posicidn

: ;iniclal; l1a longitod del péptido es de 10

. amimodcidos, ¥ la posicién final para

_cada péptido es la posicién inicial mds

‘mueve,

. Infcio  Subsecuencia  Puntuacidn
~.181. EMIAVFLFIV- {006
. 253 ° IQSKLGIVSL. 0,006 .
sote 42 VLLELHOTAH-- 6006
. 163 QFGLLSFEFA- 4}-00& -
~326 DVIRINKTEL: - 0,006 =
89 TLLREVIHFL. .0,006
. 231 HYIQSKLGIV. - 0,006
.. 295 VELFIVYVLIF  0.006
T QEEL"-"-"KI«-ﬂ{P 0,006 -
o127 ﬁL‘h“"‘(]’.PGm' 0,008
261 - SLLLGTHAL . 0,006
218 I¥VSLGIVCL . 0.008 " |
175 RAIYSLSYPM 0008
11  EELWEMKPRR. 0005 -
“§6  ELFPQWHLPI 0.005
' Tabla X11-VZ-HLA-A11-10meros:
STEAP-1

Cada péptido es una porcién de SEC
ID X*: 5 se especifica cada posiclén
inicial; Ia longitud del péptido es de 10
- aminodcidos, v 1a posicidn fipal para
-cada péptido es la posicién inicial mas
aucye,

Inicio Subsecuencia Pootoacién
. | EFHYIQVNNI-. 0001
R | T‘W‘R.EH-:I‘:’]QV DDOD

3 REFHYTQWVNIN u,um
'.3 WREFHYIQ"M"I"T nnm

Tabla X11-VA-JILA-A 3 1Dmtrus

STEAP-1

C‘av'da'pf.n[id'u'es' una porcién de SEC
ID N®: 7 se especifica cada posician

-inicial; Ja lengitod del péptido es de 10 :

aminoicidos, ¥ 1a posicién loal para
cada péplido es la posicién inicial mas

nueve,
Ilujl:iu Subsecoeocia  Pupfuacion
| EFHYIQIHX 0120
5 FHYIQIHKE 0040
.26 LTRFRGLHL] - 09Ol0
g IQIMHKESDY 0005
2% CLTRFXGINL 01008
20 ELWDPCLIRF 0008
'3 REFHYIQIH 0007
1% ESLWDPCLTIR 0004
21 - LWDPCLTRFE 0002
17 VEESLWDPFCL 0.002
28 BFRCLNLIQS OO0t -
9 QIHEESDVP 0,001
<13 ¥KSDVPESLW 0001 -
--16 DVPESLWDPC  0.001

107, NTHKKSDVPE

0000

ES 2537074 T3

Tabla X1I-V3-HLA-A3 -10meros:
STEAP-1

© Cada péplido es una porciinde SEC

ID Xe: 7 se especifica cada posicidn

"inicial; 1a longitod del péptido es de 10

aminoacidos, ¥ 1a posicidn final para
_cadapéptido es la posicion inicial mis

nueve,
Inicio Subsecoencia Pootuacidén
SN 'I‘WREFHYIQI 0.000
- §.  HYIQIHKKS 0,000
‘23 - DPCLTRFEGL--0.000
2 WREFHYIQN - 0.000-
12  HEMSDVFESL 0000
7 Y!QE{KKSD_ 0,000
< Lo KSDYPESLWD-. 0,000
- 27 TRFRGLNLIQ  0.000
22 - WDPCLTRFKG. 0000 -
15  SDVPESLWDP- 0,000
24 PCLTRFEGLN . 0000
11 THKKSDVPES 0.000.
0.000

- 1B FESLWDPFCLT
Tabla XILV4-HLA-A3 -10meros:
STEAP-1

Cada péptido es una porciin de SEC
ID N*: 7 se especifica cada posicldn

--imicial; 1a longitud del péplido es de 10 _

amiopdcidos, ¥ 1a posicitn final para
cada péptido es la posicidn inicial mis
oueve,

Inicio Subsecuencia  Puntuacidn
1] GLESLFFAVYL 24300 -
o SLFFAVIHAI 6750
3 KJFGLLSLFF 2,700
7 LISLFFAVEH --- £,600
- 10 LFFAVLHAIY G020
] LELFFAVLHA I}_W‘P
2  REQFGLLSLF 0003
5 FGLLSLFFAV BDU.."'r :
1 TREQFGLISE 0,002
4 QFGM.SLFFA 0,001
Tlh]l XIO-VI-HLA- -\.Id—ﬂ'merus
STEAP-1

Lada péptide es una porcidnde SEC

1D 3*: 3 se especifica cada posiclan
inicial; la longitud del péptido es de 9

amineicidos, ¥ 1a posicitn final para
cada péptido es la posicién inicial mis

ocho.
Inicio Subsecuencia  Funtuacidn
13 RYRKFFHWL S0 W
104 OQYFYEIPIL 200,000
251 HYIQSELGE- 75 000
87 LYTLLREVI &0.000
z33 WYTFPTFMI &0.000
105 FYKIPILVI 50,000
z45 EFHYTIOSKL Sﬂ,ﬂﬂﬂ
0 ENLEEDDYL 14400
295 VELFIVVLI  [2,600
188 RYKLINWAY [2.000
163 QFGLLEFFF - [2.000
KSILFLFCL

305 . 12,000
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Tabla X10-VI-HLA-A24-%meros:

STEAP-1

Lada péptido es una porcidn de SEC

. ITDyN*: 3 se especifica cada posiclin

inicial; 1a lengitod del péptido es de 9

. aminodcidos, ¥ la posicién final para

cada péptido es la posicién inicial mis

Inicio

256
6
29
228
237
17
o7

- 169
90

- B2
22
8
is
252
79
156
36
133

300

172
123
187
159
165
162
[.£]
205

‘30z

310

158

224
204
120
219

254
w S

301
78
299
- 291
]
47
142
3

233
264
309
127
145

230

201
T2
263
b |

130

ocho.
Subsecpencia Pontoacién
KLGIVSLLL 11200
KIAAJIASL ~ 11200
VYLPGVIAA 9,000
VGLAHAIL. © B400
SIPSVSDSL 8,400
VIFMVSITL 5400
LFROWHLPI TSW
FFFAVILHAL Tﬂll:l-ﬂ
LLREVIHPL 6,720
ASLTFLYTL. 6000
LGIVGLAIL. 6,000
- LPMVSITLL | - 6,000
L 6000
LLIGTIHAL 6000
ADASLTFL 6000
KWHLTREQE -GDEHI
SMLEKRFVLI 6000
GVIAATVQL 6000
CVVLIFKEIL, 6000
AVLHATYSL 6,000
TITLLALVYL 6,000
BYEYELINW 5000
LTREGFGLL. 4,800
" LLSFFFAVL AEN
KQFGLLSEF 4,800
SLTFLYTLL 4200
FLPIVVEIF - 4200
LIFESAFL - 4000
APCIREEKT. 4000
METREQFGL 4,000
IVGLAILAL 4000
AVFLPIVVL . 4000 .
MVSITLLAL - 4000 -
Ve 4,000
SSKLGIVSL 4,000
ELOQBTQELF | 3,000
VLIFKSILF 3 Qoo
AATASLTE 3,000
TVVLIFES]I 2520
FMIAVFLEI 23520
LATSHQQYF - 2.400
HQTAHADEF 2200
2 200
LPIKIAAT 2,100
YiPGVIAAYL 2,100
- FVWYTPPTF 2,000
LGTHALTF 2000
FLPCIRKKI 1580
ALVYLPGYI 1,800
-EFPEWLEDEW 1.650
LALLAVTSI 1500
QONKEDAWL 1500
HIPIKIAAL 1500
LLGTIHALY 1400
SLOIVGLAT 1,400



Tabla X1II-V1-HLA-AZ4-9meros:
S5TEAP-1
Cada péptido es uca porcion de SEC
1D %2 3 se especifica cada posicidn
inicial; Ia longitond del péptido es de 9
- amipodcidos, v la posicidn Mnal para
. cada péptido es la posicion infcfal mis

ocho.
- Imicio Sobsecuencia Funtoacidn
- 322 HGWEDVTKI- 1320 -
"5  KDITNQEEL = 1320 .
- =196 - AYQQVQQNK - 1,260
.. -245 . LTWREFHYI . 1200-
- 250, 'IVSLLLGTE. 1200 .
327 - VIKINKTEL . 1100
312 . CLEEKKILK1 1140 .
214 WEMEIYVIE. 1008
. 270 LIFAWNKWI1 . 1,000
" -272 - FAWNKWIDL . 1,000 -
103  QQYFYKIPL- 1;000. .
I 'H?QEEI.."F-’KM 0,950
218 . IYVSLGIVG: ~ 0900
255 - SKLGIVSLE - 0,840
19 FILVINEVL - 0340 -
185 - RRSYRYKLL ﬂ!l!ﬂ
. "30 KDTGETSML 0300 .
~#9.  SELQHTQEL 0,792 -
208 WIEHDVWEM 0750,
© 282 QPVWYTERFT ﬂ?ﬁﬂ
181’ SYFMRRSYR, ﬂ"?ﬂﬂ
112 LVINKVLPM ° 0,750
26 DYLHKDTGE - (750
105, YFYKIPLV 0,700 .
38 . LERPVLLHL 0.472
331 WKTEICSOL 0672
~.216.. KWIDIKQFY. .. 0605 ...
- ¥10 - FFAVLBATY - IJEDﬂ'
‘176  ATYSLSYPM Dﬁnﬂ ;
150 FPHWLDRWM 0,600
161 RKQFGLISF 000
34, WKMKPRRNL D800
-65  QELFPQWHL  0.600

Tabla X1IL-V2-HLA-A24-9 meros:
STEAP-1

Cada péptido es uta porcidn de SEC
ID %°: 5 se especilica cada posicidn
inicial; 1a longitud del péptido es de 9
aminodcidos, ¥ 1a posicion final para
cada péptido es Lla posicitn inicial mis
ocho,

Inicie Sobsecuencia Puntoacida
.3 . EFHYIQVHN 0,700
q4 FHYIQVNNI 0120
2 REF]-IY]QW L0024
.1 WREFHYIQV 0015

" Tabla X1TI-V3-HLA-A24-%mer:
STEAP-1
Cada péptido es ura porcidn de SEC
N*: 7 se especifica cada posicion Laicial;
la longitod del péptide es de
aminodcidos, ¥ 12 posicién final para

cada péptido es la posicidn

ES 2537074 T3

25
.20
1z
5
23
2
G

‘B
1
18
27

26

24

o
AT
15

-

9

T
22

g
.28

Szl
14
10
4

Inlcio  Sobsecuencia Puntuacidn
LTRFEGLNL 4000
. LWOPCLTRF 2400
ERKEDVPESL: - 1,344
HYIQUEKK - 1.158
PCLTRFRGL - 0720 .
REFHYIQU 0240
YIQUHKKS 0,231
KEDVPESLW . 0.200 _
 VPESLWDPC . 0,180
= QOHKESDY - 0,150
WREFHYIQL .. 0150
ES],W'DFELT - 0.150:
RFEGLNLIY A, 120
- TRFKGINLY. G]!D 3
CLTREKGLN. . 0,100
EFHYIQIH = 0070 -
PESLWDPLL - l}ﬂdﬂ
DVPESLWDP ﬂﬂl!_
IQIHEKSD. © 0,015
SLWDFCLTR - 0012 ¢
HEKSDVPES - .0011
DFCL'IRPKG + 0411 -
HHEKEDVP. 0010°
FKGLNLIQS - 0010 -
WDPCLIRFK. ' 0002
SDVEESLWD, 0002 °
HKKSDVPE 0,001
FHY1QIEHE. . .00

13-
16 .

micial mis ocho,

Tabla X1II-V4-HLA-AZ4-9 meros:

ETEAP-1

Cada péptido es ues porcién de SEC

. A% B se especifica cada posicion inicial;

ls longitnd del péptido es de 9
amincicidos, ¥ Ia posicidn final para
cada péplido ¢4 la posicion loicial mas

ocho.

Inicioc Subsecuencia Pooiuacidn

3 00 BN L e O BN L

QFGLLSLFE. ..-12 000

LFFAYLHAIL . TDDD
KQFGLESLF. . 4800 -
LLSLFFAVL - 4800 -
. _RKQFGLLSL. 1,200.__
GLLSLFFAV .~ 0216
FGLISLFFA 0,150
SI¥FAVLHA 0,100
LSLFPAVIH

0. l'.'IIS

Tabla X1V-V1-HLA- .-\.24 Iﬂmems

STEAP-1

Cada péptide ues porcidén de SEC

I X°: 3 se especifica cada posicion
inicial; 1a Jongitud del péptido es de 10

amincicidos, v la posicién final para

Imicio Subsecoencia

218
129
. 295
- 116
282

+ cada péptido es la posicibn infcial mis

HUEVE,

FPontuacién
IYVSLGIVGL 300,000
VYLPGVIAAL 126000
YFLPFIVVLIF .-25200
KVLEMVSITL - 20, , 160
QFVWYTEFIF 15.000
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Tabla X1V-V1-HLA-AXM-10mieras:
STEAP-1

- Cada péptido es ura porcion de SEC

ID X% 5 se especilica cada posicion
dnicial; 1a longitud del péplido es de 10
aminedcidos, v 1a posicidn final para
cada péptido es 1a posicidn inlelal mis

Oueye.
Inicio Suobsecuencia Punfuacidn
290 TRVOAVFLPT 12600 -
JO0B LFLPCIREXI 1).830
236 TSIPSVEDSL - 10,080
ug KFFRVIDEW:- o000
. B9 TLLEREVIIFL - 4400
108 PLVINEVE | 3400
-26 -]J"J’I.J-]I(DTGET 8250
181 SYPMRRSYRY 7:500
231  CHYIQSEIGIV 7500
187 SYRYKLLNWA '}'20(}
285 WYTPPTFMIA 7200
82 ASLTFLYTLL " 7.200°
165  GLISFFFAVL 7,200
104 QYFYRIFILY  7.000
]05_ FYEIFILVIN 7.000
168 SFFFAVIHAIL . 7.000
26t SLLLGTIHAL - 6000
293 IAVFLFIVVL . 6,000
299 IVVLIFESIL 6,000
157 WMLTRKQRS " 6000
: 213 Gfﬂm, E,ggg
171 F 'UIHM?SL- &4
309 FLPCLRERIL 6900
35 TSMLEKRPVLL w000
117 VLPMVEITLL-- 5000
78 'MMLTFL 'smu
01 VLIFKSILFL Gﬂm
&  TQELFPQWHL 5000
213 “u"WRM_EIYVEL 5600
254 QSKEGIVSLL - 5600
a7 M‘lﬂ.ﬂﬂ. 5600
330 INKTENSQL 5600
224 IVGLAILALL 5600
271 - IFAWNKWIDD 5000
W5 YEYRIPILVI 5000
158 MLTRECQFGLL - 4,800
362 XQEGLLSFFE 4800
215 RMEIYVSLGI 4200
- 103 QQYFYEIPIL 4,000
753 IQSKLGIVSL 4,000
122 SITLLALVYL . 4000
81 TASLTFLYTL 4000
a4 ETSMIXERPFYL 4000
1 meufmn 4,000
111 SLGIVGLAIL . 4,000
tso FPEWLDKWM 400
287 TFPIFMIAVE 3000
300 VVLIFKSILF 3000
241 VSDSLTWREF .2.100
262 LLLGTHALL 2,100
Er] HLPIKIAAD 2100



_Tabla X1V-V1-HLA-A24-10meros:
STEAP-1

Cada péptido es una porcion de SECID

ES 2537074 T3

Tabla X1V-V2-HLA-A24-10meros:

STEAP-1

inicial mas nueve.
Subsecu_en cia
EFHYIQVNNI

TWREFHYIQV:

REFHYIQVNN

Puntuacion

6,000 -
0 120
0,028

wm:mqvn 0018

' Tahla X1V-V3-HLA- A24 1[] meros:

STEAP-1

" Cada péptido es una porcion de SEC ID -
= ..N°: 7 se especifica cada posicion inicial;

1a longitud del péptido es de 10
amlnua::ldus , ¥ la posicion final para.

nueve.

Subsecuencia
HYIQIHKKS -
VPESLWDPRCL.
DPCL'I‘RFK:GI.
CLTR¥KGLNL
SLWDPCLTRF

- TWREFHYIQI .
LTRFKGLNLI

RFKGLNLIQS
HKKSDVPESL

DVPESLWDPC

WREFHYIQU

IQIHKXSDV

EFHYIQITHK
KKSDVPESLW
KSDVPESLWD
ESLWDRPCLTR
PCLTRFKGLN

QIHKKSDVP.~

YIQIIIKKSD

LWDPCLTRFK

[HKXSDVPES:
. REFHYIQIH

SDVPESLWDP ..

WDPCLTRFKG
FHYIQUEKX.

. TRFRGLNLIQ
PESLWDPCLT"

Puntuacion

11,550

'6000

4 800
4000-

12400
1200 -
1.200°

1000

0,560 .
0216
0180
0 150 )

0 050

0,024

0,020 -

0,015

0015 -

0,015
0014
0,011

0010
0,003 -

0.002

0062
0,002

0,001 ...
0,001

“Tabla X1V-V4-HLA-A24-10meros:

) STEAP-1
Cada péptido es una porcidn de SEC ]ID

1a longitud del péptido es de 10
amlnoa::ldos , ¥ 1a posicion final para

_ N°: 3 se especifica cada posicion inicial; - Inicio
) 1a longitud del péptido es de 10 4
‘aminodcidos, ¥ 1a posicion final para i
cada péptido es la posicion inicial mas 3 -
nueve. 2
- Imicio Subsecuencia Puntuacion ’
220, VSLGIVGLAI. 2100 -
274 WNEKWIDIXQF .2jooo
263 LLGTIHALIF - 2000~
. 7. IAATASLTF:. 2,000
.. 68 - FPQWHLPIKI - .1980 .
258  GIVSLLLGTI X °1.300
- 126 LALVYLPGVL. 1,800 - -
- 102 HQQYFYKIPI 1.500
_ 200 VQONKEDAWI 1’500 Inicio
269+ ALIFAWNKWI . 1500 - -~ 6
2947 AVFLFIVVLI 1400 ¥
100 . TSHQQYFYKI . 1,320 23
248 REFHYIQSKL 1232 - 25
- 86  FLYTLLREVI 1200 ~ .~ 20
244 - SLTWREFHYL 1,200- 1
66 ELFPQWHLPI. 1.200 26
1% . RRNLEEDDYL 1200 28
326 . DVTKINKTEI 1000 - 12
146" KYKKFPHWLD 1,000 - 16
189 RYKLLSWAY 1,000 'g |
284 VWYTPPTFMI. 1,000 . 4
114 INKVLPMVS] 1000 13
229  [LALLAVTSL 1,000 14
iog AVQQVQQNK g0y 19
' ~~85 . TFLYTLLREV. - 0590 .. - 9
207 AWVEEDVWR: o007
175 HAIYSLSYPM 0900~ = 11
-4. RKDITNQEEL. 0880. = 1€
s .255- - SKLGIVSLLL = 0,840 3
75 - IKIAAIIASL - 084D 15
7 I'INQEELWKM 0828 = 22
58" PSELQHTQEL 0792 ‘5
. 111 _JLVINKVLPM . 0750 __ _ . _27
161 REQFGLLSFF. 0.720 18
303 IFKSILFLPC = 0720
'52 ADEFDCPSEL 0,660
119 - PMVSITLLAL 0,600
163 QFGLLSFFFA  0.600
169 FFFAVLHAIY 0600
132 PGVIAAIVQL 0600
288 . PPTFMIAVFL = 0560
108 KIPILVINKV  (0:554
‘170 FFAVLHAIYS 0,500
.87 LYTLLREVIH 0500 Inicio
: L 6
Tabla X1V-V2-HLA-A24-10meros: 3
STEAP-1 9
Cada péptido es una porcidn de SECID 2
N?: 5 se especifica cada posicion inicial; 10
1a longitud del péptido es de 10 4
aminodicidos, y 1a posicion final para 1
cada péptido es la posicion .

nueve.
Subsecuencia Puntuacion
GLLSLFFAVL 7200 .
KQFGLLSLFF 4 800
SLEFAVLHAI - 1400
RKQFGLLSLF 0,720
LEFAVLHAIY 0.600
AQFGLLSLFFA  0500.
TRKQFGLLSL. 0,400
FGLLSL¥FAV 0216
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Tabla X1V-V4-HLA-A24-10meros:
STEAP-1

.. Cada péptido es una porcion de SEC 1D

N%: 9 se especifica cada posicion inicial
l1a longitud del péptido es de 10
aminodcidos, y 1a posicion final para
cada péptido es 1a posicion inicial mas
nueve.

Inicio Subsecuencia Puntuacmn
8 LSLFFAVLHA 0, 150
Y LI.SLFFAVLH ~0 010

- Tabla XV-V1-HLA-B7- 9meros
STEAP-1

‘Cada péptido es una porcion de SEC ID

N°: 3 se especifica cada posicion inicial;
l1a longitud del péptido es de 9
amlnoa::ldos , ¥ 1a posicion final para

ocho.

Inicio Subsecuencia Puntuacion
118  LPMVSITLL . 240,000
294 . AVELPIVVL 90000
310 LPCLREKKIL 80:000 N
172 AVLBAIYSL 60000
159 LTREKQFGLL 40,000
9 LLREVIHPL 40000
120 MVSITLLAL 20000
219 WSBG]’VGL'_ 20000
224  IVGLAILAL 20,000
150 FPHWLDKWM 20 000
133 GVIAAIVQL 20000
300  VVLIFKSIL 20, 1000
as TSMLKRPVE 18,000

- 79 ATIASLTFL. 12,000

B2 ASLTFLYTE - - 12,000

73 . LPIKIAAD 8000
184 MRRSYRYKL 6,000,
112 LVINKVLPM 5000
38 LEKRPVLLHL 4,000
312 .CLRKKILKI 4000
305  KSILFLPCL 4,000
225 - VGLAILALL 4,000
158  MLTRKQFGL 4,000
- 254 QSKLGIVSL- 4,000
262 LLEGTIHAL 4,000
123  ITLLALVYL . 4,000
287 TPFTFMIAV _ 4,000
131 LPGVIAAIV 4000
166 LLSFFFAVL 4,000
302  LIFKSILFL 4,000
222 LGIVGLAIL 4,000
117  VLPMVSITL 4000
256  KLGIVSLLL 4,000
237  SIPSVSDSL  4.000
76  KIAAUASL -4,000
83  SLIFLYTLL 4000
36 SMLKRPVLL 4000
20 RNLEEDDYL ' 4.000
109  PILVINKV 4,000
176  AIVSLSYPM 3000
14 WKMKPRRNL - 2700
319 KIRHGWEDV - 2,000
259  IVSLILGTI 2000



" Tabla XV-V1-HLA-B7-9 meros:
STEAP-1

ES 2537074 T3

‘Tabla XV-V1-HLA-B7-9meros:
STEAP-1

‘Tabla XV-V4-HLA-B7-9meros:
STEAP-1

--Cada péptido es una porcion de SEC ID
N°: 9 se especifica cada posicion
inicial; la longitud del péptido es de 9
amlnuamdos ¥ la posicion final para

'Cada péptido es una porcion de SEC ]])

'.Cada péptido esuna porcion de SEC ID -

la longitud del péptido es de 9
amlnnacndos , ¥ la posicion final para

la longitud del péptido es de 9
amlnna::ldos , ¥ la posicion final para.

ocho. ocho. . ocho.
Inicio Subsecuencia Puntuauon Inicie Subsecuencia Puntuacién Inicio Subsecuencia Puntuacién
17. 'KPRRNLEED 2000 $7  CPSELQHTQ 0,200 6  LISLFFAVL 4000
299~ IVVLIFKSI = 2000 . 192 LLNWAYQQV 9; 200 1 RKQFGLLSL 0400
238 - IPSVSDSLT 2,000 ' - 5 GLIJS!.:FFAV - 0;200
182~ -YPMRRSYRY ™ 1,200~ Tabla XV-V2-HLA B7-9mer: 4 - FGLESLFFA -~ 0.100
272 - -~ FAWNKWIDI - 1200 STEAP-1 o 8 = SLFFAVLHA = 0100
© 214 . WRMEIYVSL ~ 1,200 . Cadapéptido es una porcion de SEC ID - 9 LFFAVLHAL 0040
L2305 LALLAVTEI - 1,200 N°: 5 se especifica cada posicion inicial; . 2 KQFG]_J_,SLF 0020
127 ALVYLPGVI . 1.200° 1a longitud del péptido es de 9 7 . LSLFFAVLH 0.010
CLog TNQEELWKM _'1 000 - aminoicidos, y la posicion final para 3 'QFGI-‘BS&F 0,002
912 - DVWRMEIYV 900_ _+...cada péptido es la posicion inicial mas ) L ;
128. LVYLPGVIA 0750 ocho.  Tabla XVI-V1-HLA-B7-10meros:
277 LAILALLAYV - __0,600 Inicio  Subsecuencia Puntr STEAP-1 _
293 .. IAVFLPIVV. 0 60 | -4 FHYIQVNNI 0040 . Cada péptido es una porcion de SEC ID
"125- LALVYLPGV ’ 0 600 S WRBFHY]QV 0 006 N?: 3 se especifica cada posicion inicial;
309 FLPCLRKKI 0 600 2 REFHYIQVN G 002 la longitud del péptido es de 10
5% QBLFPQWHL 0 S00 3 EFHYIQVNN ' 0_002 aminoicidos, y 1a posicion final para
’ 233 LAWS]I"SV. - 0600 ) ’ . cada péptido es la posicion inicial mis
199" QVQQNKEDA  0.500 Tabla XV_V3-HLA-B7-9 meros: _ nueve.

. }16 " KVLPMVSIT 0,500 . . STEAP-1 " Inicie Subsecnencia Puntqufm
‘331 NKTEICSQL - 0400 i{Cada péptido es una porcion de SEC ID 109 IPILVINKVL 30,000
0% FMVIAVFLPL - Q400 N°: 7 se especifica cada posicion inicial; ' FPHWLDKWM . .
j46. KYKEFPHWIL . 0’400 la longitud del péptido es de 9 150 80, 000'
3227 HGWEDVTKI 0400 ~ aminoicidos,ylaposicion final para 78 AAIIASLTFL_ 36000
263 LLGTIEALI 0’400‘ .. cada péptido es la posicion inicial mas . 11‘6 KVLPMVSITL 20 000
245 LTWREFHYI 0400 ocho- 299  IVVLIFKSIL 20,000

223 - SLGIVGLAL 0400 ) Inicie Subsecnencia Puntuacién 224 TVGLANMALL  20.000
».--59. ~SELQHTQEL 0400 .- 25 LTRFKGENL~- 40,000- 293 IAVFLPIVVL - 18000
289  PYFMIAVFL - 0400 ‘16 VPESLWDPC _ 0600 82 ASLTFLYTLL 12000
30 KDTGETSML 0400 12 - EKXSDVPESL 0,40.0 : - 8L IASLTFLYTL - 12,000
33 - DEFDCPSEL 01400 '23  PCLTRFKGL 0400 '171° FAVLHAIYSL 12,000
201 QQNKEDAWE 0400 22 DPCLTRFKG. 0300 35 TSMLKRPVLL 12,000

- 270.- ~-LIFAWNKWI  0.400.. . B - QUHEKSDV - - 0200 68. FPQWELPIKI- - 8,00_0
249 EFHYIQSKL 0400 18  ESLWDFCLT 0,100 288 PPTFMIAVFL 8000 -
110~ PILVINKVL. 0400 15 . DVPESLWDP - 0.050 283 FVWYTPPTEM 7500
104 QYFYKIPIL 0400 - 17 . PESLWDPCL 0.040 - 183 PMERSYRYEKL 6000 -
103 _ QQYFYKIPL . 0400.__ . 26.. .TRFKGLNLL. - 0040 . .. 204 AVFLPIVVLI. 6000

5 KDITNQEEL 0400 . ‘2 ‘REFHYIQIL . 0040 . 118 LPMVSITLLA 6-,0_“.)
185 RRSYRYKLL 0400 . .6  YIQUHKKS 0,020 34 ETSMLKRPVL 6.000
72 HLPIKIAAI  0.400 24 CLTRFKGIN 0020 = 261 SLLLGTIHAL 4,000
130  YLPGVIAAL  0.400- 19 SLWDPCLTR 0,015 165 GLLSFFFAVL 4000
327 -VIKINKTEI 0400 . | = WREFHYIQL 0012 = -~ 117 VLPMVSITLL 4,000
255 SKLGIVSLL 0400 7 IQUHKKSD 0010 213 VWRMEIYVSL 4,000
734 AVISIPSVS 0400 9  IIHKKSDVP 0.010- 184 MRRSYRYKLL 4.000
49 TAHADEFDC 0400- = 13 KSDVPESLW 0009 - 254 QSKLGIVSLL 4000
77 IAATIASLT 0300 11 HKXSDVPES 0002 - 330 INKTEICSQL - 4,000
228  AILALLAVT 0300 28 FKGLNLIQS 0002 21 - SEGIVGLAIL 4,000
81 . IASLTFLYT 0300 4 FHYIQEHK 0001 .. 309 FLPCLRKKIL 4,000
137  AIVQLHNGT 0300 21  WDPCLTRFK 0,001 236 TSIPSVSDSL 4000
208 WIEHDVWRM 0,300 27 RFKGENLIQ 0,001 37 MLKRPVLLHL 4000

252 YIQSKLGIV 0200 5 HYIQUHKK 0.001 301  VLIFKSILFL  4.000

L2217 EIYVSLGIV 0,200 -3 EFHYIQITH 0.001 122 SITLLALVYL 4.000

68 = FPQWHLPIX ' 0200 10 HKKSDVPFE 0,001 253  IQSKLGIVSL 4000
40 RPVLLHLHQ 0200 - - 14 SDVPESLWD 0,001 103 QQYFYKIPIL 4000
121 VSITLLALV - 0200 - 20 LWDPCLTRF (.001 223 GWGL:AILAL' 4,000 .

1202 MIAVFLPIV 0200 -~ 157 WMLTRKQFG 4,000

111



Tabla XVI-V1-HLA-B7-10meros:

STEAP-1

' Cada peptlda es una porcion de SEC ID

la longitud del péptido es de 10
. aminoicidos, y 1a posicion final para
. cada péptido es la posicion inicial mas

nueve.

K Inicio
8% - TLLREVIHPL

T 158 METRKQFGLL
Y

HAIYSLEYPM -
:326"* DVTKINKTEI
i .K.PRRNLEEDD-‘
.73 o LPIKJIAAIIA

. 269 . ALIFAWNKWE -
126" LALVYLPGVI
90 . LLREVIHPLA
" 1M ILVINKVLPM
-7 ITNQEELWKM -
319 KIRHGWEDVT.
112, LVINKVLPMV
120 . MVSITLLALV'
. LWKMKPRRN-
136 . qummr
114 . - INKVLPMVSI
182 YPMRRSYRYK
86 FLYTLLREVI
219 YVSLGIVGLA
128 LVYLPGVIAA .
127 ALVYLPGVIA
220 -VSLGIVGLAI
66 - ELFPQWHLPI
145 TKYKKFPHWL -
255 - SKLGIVSLLL. |
304 - FKSILFLPCL
200 VQQNKEDAWI
218 IYVSLGIVGL. .
287 - TPPTFMIAVE .
297  LPIVVLIFKS .
258 GIVSLLLGTI .
262 -LLLGTIHALL
244.. SLTWREFHYT .
‘238 IPSVSDSLTW
‘229 - ILALLAVTS}
75 . TKIAAIIASL °
100 TSHQQYFYKI
96 HPLATSHQQY
119 PMVSITLLAL
102° HQQYFYKIPI
248 REFHYIQSKL
‘19 .. RRNLEEDDYL
132 ' PGVIAAIVQL

72 - HLPIRIAAL
52 ADEFDCPSEL.
207 v

172 <AVLHATYSLS
227 - LAILALLAVT
234

"AWIEEDVWR

AVTSIPSVSD

Subsecuencia Puniuacion

4000
4 000

3 000«- o

p 000
2.000

© 2:000.-
. 40 - RPVLLHLEQT
64 TQELFPQWHL

2,000

1,800

1,200 .
1:200°
1000

‘1000
1,000

1.000
1.000

- 1,000.
0%

0900
0’600
0’600

0,600

0500

ES 2537074 T3

Tabla XVI-V1-HLA-B7-10meros:
STEAP-1
Cada péptido es una porcion de SEC ]])
la longitud del péptido es de 10
aminoacidos, y 1a posicion final para
cada péptido es la posicion inicial mis

nueve.
Inicio Subsecuencia Puniuacion
232 LLAVTSIPSV™ 0200
. 226 GLAILALLAV 0200 -
“130 YLPGVIAAIV -« 0200 -
108 XIPILVINKV. . -0200. .
© 291~ FMIAVFLPIV. 0200 - .-
- 164 - FGLLSFFFAV 0300
158 . LTRKQFGLLS. 0.200.
'57 CPSELQHTQE 0200
125 LLALVYLPGV 0200 .
©292  MIAVFLPIVV 03200 . .
286 YTPPTEMIAV 0200 -
310 LPCLRKKILK 0200"
- -io1 KLLNW\';&YQQ 0 200

Tabla XVI-V2-HLA-B 7—10mefos:
STEAP-1

-Cada péptido es una porcion de SECID
N°: 5 se especifica cada posicion inicial; ...

l1a longitud del péptido es de 10
aminoacidos, y 1a posicion final para

. cada péptido es la posicion inicial mas

nueve.
Inicio Subsecuencia Puntuacion

1 TWREFHYIQV' 0200
4 - EFHYIQVNNI 0040 -

3  REFHYIQVNN--0,002- -~

2 WREFHYIQVN . 0.001

Tabla X\’I—\’S—I—]]_A—BT—lﬁmeros:
STEAP-1

: Cada.peptldu e's una porcion de SEC ]ID

la longitud del péptido es de 10
aminodcidos, ¥ 1a posicion final para

cada péptido es la posicion inicial mis

nueve.
Inicio Subsecuencia Puntuacion
25 DPCLIRFRGL BOUOUD
17  VPESLWDPCL 24,000
25  CLTRFKGLNL - 4000
26 LTRFKGLNLI 4000
" 16 ' DVPESLWDPC ‘0500
1.. TWREFHYIQI = 0400
12 HKKSDVPESL. (400
8 IQUHKKSDV 0200
20 SLWDPCLTRF 0.020
19 ESLWDPCLTR 0.015
2  WREFHYIQU 0012
10 IHKKSDVFE 0-010' :
9- QHHKKSDVP 0010
7  YIQUHKKSD 0010
13 KKSDVPESLW 0003 -
14 KSDVPESLWD 0,003
11 IHKESDVPES. 0.002

112

Tabla XVI-V3-HLA-B7-10meros:
STEAP-1

. Cada péptido es una porcion de SEC ID
N°: 7 se especifica cada posicion inicial;

1a longitud del péptido es de 10

- aminoacidos, y 1a posicion final para

cada péptido es la posicion inicial mas
nueve.

"Inicio Subsecuencia Puntuacion
24  PCLTRFKGIN - 0002
6 HYIQOHKKS 0002
- 28 ERFRGLNLIQS 0002-
- 22 WDPCLTRFXG 9902 '
18 PESLWDPCLT- -, 001
3 REFHYIQIH - 01)01
5 FHYIQHHKK 0,001
1S SDVPESLWDP 0.001
27  TRFKGLNLIQ 0,001
4 EFHYIQUHK - 0,001
21 LWDPCLTRFK. 0:000

Tabla XVI-V4-HLA-B7-10meros:
STEAP-1 )
Cada péptido es una porcion de SEC ID
N°: 9 se especifica cada posicion inicial;
Ia longitud del péptido es de 10
amlnoa::ldns , ¥ 1a posicion final para.

nueve.
Inicio Subsecuencia Puntuacion
6 GLLSLFFAVL 4000 .
9 SLFFAVLHAF 0400
1 TRRQFGLLSL 0400
5 FGLISL¥FAV 0200
8 LSLFFAVILHA = 0100
3  KQFGLLSLFF -0020 .
7 LLSLFFAVLIH - 0010
4  QFGLLSLFFA 0010
2  RKQFGLLSLF 0,002

- 10 -LFFAVLHAIY 0,002

- Tabla X\’]I—\ 1 ]—]]_.A B35—9meros

STEAP-1

Cada péptido es una porcion de SEC ID

N°: 3 se especifica cada posicion inicial;
la longitud del péptido es de 9

amlnoa::ldns , ¥ 1a posicion final para

ocho.

- Imicio Subsecuencia Puntuacion
150 FPHWLDK WM .40000 .
182 YPMRRSYRY 40,000
310 LPCLRKKIL 20,000
118 IPMVSITLL. 20,000
1254  QSKLGIVSL - 15000
305  KSILFLPCL . 10,000
180 LSYPMRRSY 10.000
73 LPIKIAALL 8000
90 LLREVIHPL. 6000
20 RNLEEDDYL 6000
8 TNQEELWKM 6000
82 ~ ASLTPLYTL ' 5000
35 TSMLKRPVL 5000
131 LPGVIAAIV-: 4000



ES 2537074 T3

‘Tabla XVII-V1-HLA B35 9meros: Tabla XVII-V1-HLA-B35-9meros: " Tabla XVII-V3-HLA-B35-9meros:
STEAP-1 STEAP-1 : STEAP-1
. Cada péptido es una porcion de SEC ID * ' (ada péptido es una porciénde SEC ID *©  Cada péptido es una porcion de SEC ID
N°: 3 se especifica cada posicion inicial; N°: 3 se especifica cada posicion inicial; =~ N°: 7 se especifica cada posicion inicial;
1alongitud del péptido es de 9 1a longitud del péptido es de 9 1a longitud del péptido es de 9
aminodcidos, y la posicion final para aminoicidos, y 1a posicién final para ' aminoicidos, y 1a posicion final para
- cada péptido es 1a posicion inicial mds . cada péptido es la posicion inicial mias ~ cada péptido es la posicion inicial mas
ocho. ocho. - ocho.

Inicio Subsecuencia Puntuacion . Inicio Subsecuencia Puntuacion _ Imicio Subsecuencia Puntuacion
109° IPILVINKV. 4000 83 SLTFLYTLL 1000 ‘25 LTRFKGLNL 3000

- 287 TPPTFMIAV 4 000. B 208 . WIEHDVWRM - 0,900 13 KSDVPESLW - 1,500
v T8 AATIASLTF - 3 000" : _‘"‘ 201 - QQNKEDAWI --0/800:-~- 18 ESLWDPCLT 0,750 -
3597 LTRKQPGLL- 3.000-. -~ 146. RYKKFPHWL (:600. . 16 VPESLWDRC - 0,600

98- - LATSHQQYF 3000 -~ 233 LAVISIPSV: c600 . 12 KXSDVPESL 0,400
206- DAWIEHDVW 2250+ - 293 IAVFLPIVV: - 0,500 - .8 QIHKKSDY  ©.200
122 -« . SITLLAEVY 2,000 " 19~ .RRNLEEDDY. 0500 22 DPCLTRFKG 0,200
176 ATYSLSYPM -2.000 - 245 LTWREFHYI- 0:500 - ~ 6  YIQOHRKS 0100
162 . KQFGLLSFF 2000 . . 126 LALVYLEGY 0600 24 CLTRFKGLN 0.100

112 LVINKVLPM 20000 227 ~- LAILALLAV . 0600... 23 PCLYRFKGL 0,100

76 7T KIAATIASL 2000 - JZ00 - VQQNKEDAW 05000 - -2 REFHYIQO . - 0,080

139 VQLH'NGTKY _ 2000 . - 2200 VSLGIVGLA 0,500 I 3 ! HKKSDVPES = (0,045

_ _WASLTFLY . 2000 ‘259 ALIFAWNKW 0500 26  TRFKGINLI 0040

-244 'SLTWREFHY - 2000 . 236 TSIPSVSDS 0,500 .20 LWDPCLTIRF . 0030
238 "IPSVSDSLT . 2000 ~ ° 6 DITNQEELW - -0,500. 19 SLWDPCLTR 0020
256 7 KLGIVSLLL - . 2,000 -966° TIHALIFAW 0300 - 15 DVPESLWDP 0020

‘99 ATSHQQYFY . 2000 ~ 49 TAHADEFDC @450 - ~ 1 -~ WREFHYIQY 0012
288 - - PPTFMIAVF - 2000 221  SLGIVGLAX 0400' - 9 OHKXSDVP- 0,010
319... KIREGWEDV 1,200 : 258 . IVSLLIGT 0400-- - 2B FEKGLNLIQS 0010
189 RYKLLINWAY 1200-- - T2 HLPIKIAAY - 0400 17 PESLWDPCL 0010 '

17 XPRRNLEED 1200 - 263 LLGTHALT 0406 7  IQIMKERSD - 8,010

-7 FAWNKWI.DI 1200 130 YLPGVIAAI - 0,400 ' 27 RFK‘GL)NL[Q - 0.006
1327 VTKINKTEI 1,200 299 IVVLIFKSI ~ 0400 . 10 IHKKSDVPE 0003
312 CLRKKILKI 1.200 103 QQYFYKIPI - 0.400 14 SDVPESLWD 0 002

230 LALLAVTSI. 1,200 - 309 FLPCLRKKI 0400 3 EFHYIQDH 0001

> _BOGWEDVTE! 1200 " 40 RPVLLHLHQ ° €400 5 HYIQUHKE 0001
. 262~ LELGTIHAL 1000 -~ 270 LIFAWNKWI - 8400 —-- - 4 FHYIQIHK 0001

172 AVIHATYSL - 1000 - 127 ALVYILPGVI (0400 ° 21 _ WDPCLTRP'K 0001"
166-  LLSFFFAVL 1000 ~  29] FMIAVFLPI 0400
219 - YVSLGIVGL 1,000 - 37 CPSELQHTQ 0400 - Tabla XVII-V4-HLA-B35-9meras:
224 - IVGLAILAL 1000 - 239 PEVSDSLTW 6375 STEAP-1

: 133 'GWQL 1000 ool o ST Cada péptido es una porcién de SEC TD
. QTAHADEF 1,000 . Tabla XVII-V2-HLA-B35-9meros: N°: 9 se especifica cada posicién inicial;-
. 222 - LGIVGLANI. - 1,000 STEAP ,1 . 1a longitud del péptido es de 9
63 H’FQE,LFPQW 1 000 - Cada peptldo es una purcmn de SEC ]]) * aminodcidos, ¥ 1a posicion final para
. 204 . AVFLPIVVL i _1’000 ..o N°5seespecifica cada posicién __cada péptido es la posicion inicial mas

186 ~RSYRYKILN 1000 - - inicial; la longitud del péptidaesde 9 - ocho.

60 . ELQHTQELF ] 1_2000 ) a]lli]lnoatilgos }lla pos_lc_lf]n_fll_m_l 1:ara TInicio Subsecuencia  Puntuacién
264 LGTIHMALIF 1000 cada péptido es la posicion inicial mas 2 KOFGLLSLE 2 00’0
316  KILKIRHGW 1000 ocho. 6 I.fSIJ’FAVI. 1,000

283 . FVWYTPPTF 1,000 . Inicio Subsecuencia ~ Puntuacién 1 REQFGLLSL. 0 200

225 VGLAILALL 1,000 4  FHYIQVNNI 0040 S  GLLSLFFAV 0200
158 MLTREKQFGL 1000 - 2  REFHYIQVN 0020 - 8 SLFFAVLHA 0100
121  VSITLLALY 1000 3 EFHYIQVNN 001¢ 4 FGLLSLFFA  0:100

79 . AIIASLTFL 1,000 1 WREFHYIQV 0,006 3 QEGLLSLFF 0,100
36 . SMLKRPVLL 1000 ' C 7 LSLFFAVLH 0,050
300 . VVLIFESIL 1000 .Tabla XVII-V3-HLA-B35-9meros: % LFFAVLHAI 0040
206 FLPIVVLIF - 1000 STEAP-1 . S
117 VLPMVSITIL - 1,000 - Cada péptido es una phrcmn de SEC ID Tabla XVII-V1-HLA-B35-10meros:
301 VLIFKSILF 1,000 N 7 se especifica cada posicion inicial; STEAP-1 )

© 237 ~SIPSVSDSL 1 000. 1a longitud del péptido es de 9 Cada péptido es una porcidn de SEC ID
123 ITLLALVYL' 1,000 . aminoacidos, ¥ la posicion final para N°: 3 se especifica cada posicion inicial;
147 HNGTEYEKKR 1,000 cada péptido es la posicion inicial mas - - :1a longitud del péptido es de 10
$20 MVYSITLLAL ],000 ocho. aminodcidos, ¥ 1a posicion final para
1302 LIFKSILFL 3,000 - Inicio Subsecuencia Puntuacio © cada péptido es la posicion
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Inicio

o6 |
15 TRAWIPKWM

109
- 287

238

254

3
121

293
179 S
207 .

73
283

162
116

220

R

118

2887
100
R

241
268
144
14
17

28
126
301
253 -
103 .
224.

122
263

221

223,
158 -

89

157
$ 299

165
- 261

309

inicial mas nueve.
Subsecuencia

HPLATSHQQY

. Lo
- IPILVINKVL
TFFTFMIAVF
[PSVSDSLTW
" QSKLGIVSLL
DSLTWREFHY,
VSITLLALVY
~ FPQWHLPIKY
HMY.SLS'YPM
LATSHQQYFY
“TSIPSVEDSL.

- TSMLKRPVLL
" ASLTFLYTLL

- LPIKIAAIA

KQFGLLSFFF

KVLPMVSITL
VSLGIVGLAI - :
IVQEHNGTKY

LPMVSITLLA
PPTFM.'IAVFL
TSHQQVYFYKI
[LVINKVLPM
ANASLTFLY .

VSDSLTWREF. 1’
HALIFAWNKW

INKVLPMVSI
. KPRRNLEEDD
LHKDTGETSM

- LALVYLPGVI -

IQSKLGIVSL
QQYFYKIPIL
IVGLAILALL
SITLLALVYL
'LLGTIHALIF
SLGIVGLAIL

| GIVGLAILAL
MLTRKQFGLL 1,
" TLLREVIHPL

“WMLTRKQFGL
IVVLIFKSIL
- GLLSFFFAVL

SLLLGTIHAL

Puntuacion

40,000
30,000

20,000 -
20,000
15000
15,000
10,000
10,000
8 000
6000
6,000 -
5,000
5000
5'000
5000

ES 2537074 T3

Tabla XVITL-V1-HLA-B35-10 meros:
STEAP-1

Cada péptido es una porcion de SEC ID

la longitud del péptido es de 10
aminoacidos, y 1a posicion final para
cada péptido es la posicion inicial mas .

nueve.

Inicio Subsecuencia Puntuacion

300 _VVLIFKSWF 1000 .
34  ETSMLKRPVL ~ 1000

© T 117- VIPMVSITLEL - 1,000 .. -
200 VQQNKEDAWI--0.5Q0..

277 WIDIKQFVWY - 0,600 -
90. . LLREVIHPLA - 0.600 -
207 AVIEDVWR - g0

. 244" SLTWREFHYL 0600

. 319: KIRHGWEDVT 0500

. 178 YSLSYPMRRS 0,500
.167° LSFFFAVLHA. 0500 .
' 265 GTIHALIFAW 0500

. 260. VSLLLGTIHA 0.500
‘199 QVQQNKEDA 4509
269 ALIFAWNKWI 0400
191 KLLNV?",AYQQ-_O,MO L
149 "_KFPHWBE-DKW' | '0,406'

- 294 AVFLPIVVLI 0400
8  FLYTLLREVI 0400
66 ELFPQWHLPI 0400
258 GIVSLLLGTI 0400
262 LLLGTTHALL. .0400.
326. - - DVTKINKTEF -0400---
57 CPSELQHTQE 0400
102 HQQYFYKIPI 0400
72. - HIPIKIAAN 0400 -
108 KIPILVINKV = 0400 -

229 ILALLAVTSI 0400 - -
327 VIKINKTEIC 0300 - -
213 VWRMEIYVSL - 0300
227 LAILALLAVE 0300
184. MRRSYRYXLL 0300 .
159 LTIRKQFGLLS 0300
233 LAVTSIPSVS 0300
‘136 AAIVQLHNGT 0300
64 TQELFPQWHL 0300
160 . TRKQFGLLSF 0300
13 LWKMKPRRN 30,
183 PMRRSYRYKL 0300

_ ‘Tabla XVIII-V2-HLA-B35-10meros:

STEAP-1

Cada péptido es una porcién de SEC ID

114

- Tabla XVIII-V2-HLA-B35-10 meros:
STEAP-1

. esdel0 amlnoa(:ldos ¥ la posicion final
. 'para cada péptido es la posicion inicial

mas nueve.

Subsecuencia Puntuacion

. “TWREFHYIQV 0120

Inlcm

4 EFHYIQVNNI 0,040
3 REFHYIQVNN. 0,020
2 ' WREFHYIQVN 0,003
. Tabla XVIII-V3-HLA-B35-10 meros:
STEAP-1 .
" Cada péptido es una porcion de SEC ID
N°: 7 se especifica cada posicion inicial; .
1a longitud del péptido es de 10
~~ aminoacidos, y la posicion final para
- cada péptido es la posicion inicial mas
B ‘nueve.
Inicio Subsecuencia  Puntuacion
-23  DPCLTRFXGL 20000
17 VPESLWDPCL 6000
. 20 _SLWDPCLTRF 2000
26 LTRFKGLNLI 1200
25 CLTRFRKGLNL 1000'
12 HKKSDVPESL 0300
1 TWREFHYIQI 0,240
8 IQUHKXKSDV 0200
16 DVPESLWDRC 0200
13 KKSDVPESLW 0200
28 RFEGLNLIQS 0.060
19 ESLWDPCLTR 09050
11  IHKKSDVPFES 0045
- 14 KSDVPESLWD (.045
amme 2 WREFHYIQIE - 00¥2---
6  HYIQUHKKS - 0010
9  QUHKKSDVP 0010
- 24 PCLTRFKGEN 0010
10 HHEKSDVPE 0010
7 YIQOHEKSD 0010
.3 REFHYIQDH 0002
18  PESLWDPCLT 0,002
22 WDPCLTRFKG 0001
$ YAYIQUHRE 0801
27 TRFEKGLNLIQ 0001
4  EFHYIQUHK - 0001
15 SDVPESLWDP 0001
21 LWDECLTRFK 0000 -
Tabla XVIII-V4-HLA-B35-10 meros:
STEAP-1

* Cada péptido es una porci(’]'n'd'e SEC ID

N°: 9 se especifica cada posicion inicial;
1a longitud del péptido es de 10

. aminodcidos, ¥ 1a posicion final para

cada péptido es la posicion inicial mis

N°: 5 se especifica cada posicion inicial; nueve.

) 1a longitud del péptido es de 10 Inicio Subsecuencia  Puntuacion
aminoacidos, y 1a posicion final para oy KQFGLLSLFF 2000
cada péptido es la posicion inicial mas F 'GLLSI FFAVL 1 ’-000

nueve. : ’
Cada péptido es un porcion de SEC ID . . : ISSLIFJ;FAAV% g,g{)ﬂ )
N°: 5 se especifica cada . : i
1 TREKQFGLLSL 0.300
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TABLA XVIII V4-HLA-B35-
STEAP-1

10meros:

Cada péptido es una porcion de SEC ID
Ne: 9; cada posicidn inicial se
especifica, la longitud del péptido es
de 10 aminoacidos, y la posicion final
de cada péptido es la posicion inicial

mas nueve

Subsecuencia
LFFAVLHAIY
RKQFGIXSLF
FGLLSLFFAV
QFGLLSLFFA
LLSLFFAVLH

Inicial
10

NhODN

Puntuacion
0,200
0,200
0,200
0,010
0,010

Tabla XIX: motivos que se dan frecuentemente

Nombre

%
de
identidad

medio

Descripcion

Posible Funcién

zf-C2H2

34 %

Dedo de cinc, tipo C2H2

proteina de union a acido nucleico que
funciona como factor de transcripcién,
probable localizacién nuclear

citocromo_b_N

68 %

Citocromo b(N-terminal)/b6/petB

oxidasa unida a membrana,
superoxido

genera

g

19 %

Dominio de inmunoglobulina

los dominios tienen cien aminoacidos de
longitud e incluyen un enlace disulfuro
conservado intra-dominio.

WD40

18 %

dominio WD, repeticion G-beta

repeticiones en tandem de aproximadamente
40 restos, conteniendo cada uno de ellos un
motivo Trp-Asp. Funcién en transduccion de
sefal e interaccion de proteinas

PDZ

23 %

dominio PDZ

puede funcionar en el direccionamiento de
moléculas de sefalizacibn a  sitios
submembranosos

LRR

28 %

Repeticion Rica en Leucina

motivos de secuencia corta implicados en
interacciones proteina-proteina

Pquinasa

23 %

Dominio proteina quinasa

nucleo catalitico conservado comun tanto
para serina/treonina como tirosina proteina
quinasas que contienen un sitio de unién a
ATP y un sitio catalitico

PH

16 %

Dominio PH

homologia con plekstrina implicada en la
sefalizacién intracelular o] como
constituyentes del citoesqueleto

EGF

34 %

Dominio similar a EGF

de 30-40 aminoacidos de longitud encontrado
en el dominio extracelular de proteinas
unidas a la membrana o en proteinas
secretadas

Rvt

49 %

Transcriptasa inversa (ADN
polimerasa dependiente de ARN)

Ank

25 %

Repeticion Ank 0

proteina citoplasmatica, asocia proteinas de
membrana integrales con el citoesqueleto

Oxidored_q1

32 %

NADH-Ubiquinona/plastoquinona
(complejo 1), diversas cadenas

asociado a membrana. Implicado en la
translocacion de protones a través de la
membrana

Efhand

24 %

EF hand

dominio de union a calcio, consiste en un
bucle de 12 restos flanqueado en ambos
lados por un dominio alfa helicoidal de 12
restos

Rvp

79 %

Aspartil proteasa retroviral

proteasas aspartilo o acidas, centradas en un
resto catalitico de aspartilo

115




ES 2537074 T3

Colageno

42 % Repeticion de la triple hélice de

colageno (20 copias)

Proteinas estructurales extracelulares
implicadas en la formacion de tejido
conectivo. La secuencia consta de G-X-Y y
las cadenas polipeptidicas forman una triple
hélice.

fn3

20 % Dominio de fibronectina tipo llI

Localizado en la regién extracelular de unién
a ligando de receptores y tiene una longitud
de aproximadamente 200 restos de
aminoacidos con dos pares de cisteinas
implicadas en enlaces disulfuro

7tm_1

19 % Receptor transmembrana 7 (familia

de la rodosina)

siete regiones transmembrana hidréfobas
con el extremo N localizado
extracelularmente mientras que el extremo C
es citoplasmatico. Senal a través de
proteinas G

Tabla XX: motivos y modificaciones post-traduccionales de STEAP-1

Sitio de N-glucosilacion

143 - 146 NGTK (SEC ID N¢: 61)
331 - 334-NKTE (SEC ID N¢: 62)

Sitio de fosforilacién de proteina quinasa C

3-SrK
160 - 162 TrK
187 - 189 SyR
246 - 248 TwR

Sitio de fosforilacién de caseina quinasa Il

3 -6 SrkD (SEC ID N2:
8 - 11 TngE (SEC ID Ne

63)
1 64)

240 - 243 SvsD (SEC ID N2: 65)
246 - 249 TwrE (SEC ID N2: 66)

Sitio de fosforilacién de tirosina quinasa

19 - 27 RRNLEEDDY (SEC ID N: 67)

Sitio de N-miristoilacién

133 - 138 -GVIAAI (SEC ID N®: 68)
265 - 270 GTIHAL (SEC ID N¢: 69)

Secuencia bipartita de direccionamiento nuclear
4 - 20 RKDITNQEEL WKMKPRR (SEC ID N¢: 70)
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Tabla XXI: propiedades de STEAP-1

Programa URL (Localizada en la pag. web Resultado
bioinformatico  de)
ORF Buscador de 1193 pb
ORF
Longitud de la 339 aa
proteina
Region TM Pred (.ch.embnet.org/) 6 TM en aa 73-91, 120-141, 163-181,
transmembrana 218-236, 253-274, 286-304
HMMTop (-enzim.hu/hmmtop/) 6 TM en aa 73-139, 164-182, 220-
238, 257-274, 291-309
Sosui (.genome.ad.jp/SOSui/) 6 TM en aa 70-92, 114-136, 163-184,
219-241, 255-273, 292-313
TMHMM (.cbs.dtu.dk/services/TMHMM) 6 TM en aa 73-95, 117-139, 164-182,
218-240, 252-374, 289-311
Péptido Senal P senfal (.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) Posible escision entre los aa 136 y

pl
Peso molecular

Localizacién

Motivos

Herramienta
pl/PM
Herramienta
pl/PM
PSORT

PSORT Il

Pfam
Prints

Bloqueos

(.expasy.ch/tools/)
(.expasy.ch/tools/)

http://psort.nibb.ac.jp/

http://psort.nibb.ac.jp/

(.sanger.ac.uk/Pfarm/)
(.bioehem.ud.ac.uko

(-blocks.fhere.org/)

117

137
9.2 pl

39,8 kD

60 % membrana plasmatica, 40 %
Golgi, y 30 % reticulo
endoplasmatico

66 % reticulo endoplasmatico, 11 %
mitocondrias, 11 % membrana
plasmatica

Ninguno

Firma de la proteina transformante
P21 ras, firma de la repeticion de
Fibronectina de tipo Ill

Repeticion half-A-TPR, firma de la
proteina de membrana de la bomba
de Arsénico, repeticion de proteina M



Tabla XXIFVE-HLA-ATL-

Cada péptide es una percién de SEC D

Bmeros:STEAP-1’

M°:3; s eapecifica cada pesicien

inicial, la lengitud del piptido ey de 8

aminadcidos, y la pasician final para

cada piptido e la peaicién inicial mas

Pos
o9

122

180

RIS
278

139

32  TCETSMKR &~ 18
244 SLTWREFHY ~ 18
B8O [1aSLTFLY 17
153 WLOKWMLTR 17
182: YPMRRSYRY 17
22 LEEDDYLHK - 16
58 PSELQMTOE. 16 -
97  PLATSHOOQY 18
170 FFAVLHALY- . 18
189 RYKLLMWAY 16
18- RRENLEEDDY. 15
8  LTFLYTLLR - 15
211 HDVWRMENY .
241 VSDSLTWRE 45
288 YIPPTRMIA . 15 -
203  NKEDAWIEH 14
215  RMEIYVELG 14
247  WREFHYIOS 14
324 WEDVTKINK - 14
H . MEEDDYLH.. . 13
23 EEDDYLHMD 13
8- EFOCPSELD 13
158  LTRKQFGLL 13
188  RSYRYKLLM 13
T ITNOEELWK-- 12
10 QEELWKMKP 12
2% HKDTGETSM - 12
M L¥RPVLLHL 12.
81  LREVIHPLA = 12
129 VYLPGVIRA 12
221 SLGNVGLA 12
204 FMUAVFLP - 12
323 GWEDVTKIN. ... 12
4 RKDITNOEE 19
T8 NOEELWKME 11
37 MIKRPVILH 11
52  ADEFDCPSE 1
5 FDOPSELQH ~ 11
208 - WIEHDVWRM -- 4t
M0  EHOVWRMEI - 11
258 - KLGWVSLLL 4
o7 WIDIKOFVW 1
298  FLPIWVLIF 1"
Tabla XX1-Ve-HLA-A1-

ache,
123456785

-ATSHOQYFY. . 24
SITLLALYY - 24

LEYPHRRSY i
LHAIYSLSY Z2 -
IDIKOFWAY: 20 -

" VQLHNGTKY ~ 19

_ Bmeros:STEAP-T

"Cada péptide es una parcisn da SEC D

N*5; 3¢ capecifica cada

puntuaciin

o | .
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aminodeides, y la posicidn final para cada
péptido es [a pasicidn inicial mas echa.

Fos. 123456789
2 - MIRCERYIOV

puntuacion
1

Tabla XXIl-V3HLA-AL-.
Omeros:STEAP-T

*Cada piptide rs una poreién de SES 1D
N*T: s pspecifics cada posicsdn inicial, b
Jongitud ded pépbido es de  amincicidos, y

'l pasician final para cada péptido es la

posickan inicial mas occha.

Pos  123455789°
13 KSDVPESLW
1 WREFHYIQI
A LWOPGLIRF

25 LTRFHGLNL

14. ~ SDVPESLWD
©"16.. VPESLWDPC
18 ° SUWDRCLIR
21 RFKGLNUQ-
Tabla XOUMV4-HLA-AL-
. STEAP-

puntuacian
3

]

4

13

12

11
10

&

Smeros:

Cada piplide £auna poreion de SEC |0,
N*49; se eapecifica cada posician
dnicial. la longitud del péptide s da g

. ocha
Pos . 123456780
= SLFFAVLHA-
REGQFGLLSL
OFGLLSLFF
LSLFFAVLH
LLSLFFAVL

o~ La - 0o

- GLLSLFFAY

© aminedecidas. y la pealzién final para

puntuacion
']
5
6
&
]
4

Tabla ¥XIHVA-HLAAOZ01-

e BmerosETEAPT

“Cada péptido es una porcidn de 5EC |10
N*3; aa eapecifica cada posicidon
inicial. la lengitud del péplido eade 3
aminadcidos, v 1a posicidn final para
cada péptido e la posicion inieial mas

oche.

Poa 123456785
2 LLLGTIHAL
78 KlAANASL
86  FLYTLLREV
1] LLREVIHPL:
130 YLPGVIAAI
T2 HLPEIAMA
n AASLTFL

Az MAVFLPIV
302 LIFKSILFL

312 -CLRKKILK}
113 VINKVLPMY
126 LALVYLPGY
165  GLLSFFFAV

118

" puntuacién

MEEEERENERENG

_ Tabla XXiHl-v1-HLA-AD2D1-

Bmeros: STEAP-T

. Cada péptido es una porcién da SEC 1D

N*:3; aa eapecifica cada posicion

Jnicial, la longitud del péplido ca de 9

aminadcidos, y 12 poasicidn final para
cada péptide es la posicion inicial mas

Pos

172
il

252
ag
123
165
227
-.ﬂq,
117
133
19
228
233

. B2

i
222
224
230

237
256
281
m.

109

ache,

133456789

AVLHAIYSL

YVELGIVGL

- YIQSKLGIV
" EMLKRPVLL

FTLLALVYL
LLSFFFAVL
LAILALL AV
AVFLPIVVL
VLPMVSITL

i GVIRAIVOL

* LLNWAY GOV

AILALLAVT

T ASLTFLYTL
- SLGIVELAI
LGIVGLAIL
IVGLAILAL
LALLAVTS}
SIPSVSDSL
* KLGIVSLLL
SLLIGTIHA
LLGTIHAL}
SLTFLYTLL
PILVINKY
MLTRKQFGL
- ~IVSLLLGT)
FLPCLRKKI
KIRHGWEDY
YLHKDTGET
VLLHLHOTA
. MVSITLLAL
| VSITLLALV
ALWLPGV]
_ ElVSLGIV
SKIGIVSLL
GIVSLLLGT
FMIAVFLPY
LKRPVLLHL
- VGLAILALL
GLALALLA
ILALLAVYS
QBKLCVEL
VFLPWVLI
KSILFLPCL
"SELOQHTQEL
LVINKVLPM
TLLALVYLP
. LIFAWNKWI
“VVLIFKSIL
. KYLPMVSIF

AVOLHNGT
AIYSLSYPM
"~ WRMEIYVSL

PSRN ENEEEERN N NN BRES YRR RRRY

puntuacién



Tabla XXIH-HLAAOR01:.
gmeros STEAPY -

Cada péptido 3 una porcion de SEC 1D -

N*3; st eapecifica cada posicién inicial,

la longitud del péptido e de 9
iminsdcidos, v la poaicién final para
cada péptido ex la poaicibn Iniclal mas
ocho.

Pos . 123456788 puntuacién
322 HGWEDVTHKI-. 17
89  TLLREVIHP - 16
108 QYFYKIPIL-~ . 16
110° Prm_wmm“_“ %
128 - VYLPGVIAA '"-" ~18
169 LTRRKQFGLL ™™ 18
163 FFFAVLHAL 16,
23 GIVGIALA T 16
2 ALLAVTSIP. - 16
245 - LTWHEFH"!’E. .18
260 ALFAMNKW 18
203 AVFLPIVY . 16
2% CFLPMWAF . 16
5 KDITNOEEL - 15 -
.31 MLKRPVLLH - - 15

80 - RASLTFLY' .15 . -

125 LLALVYLPG .- 15
134 WVAANCEH - . 15-
WIEHDVWRM 15
GTHMIFA . 18
FAWNKWIDI. 15
DIKGFYWYT 15
IWLIFKSI - .45
. KFLPCLRK - 15

%33&5

Tabla XX!II-'H'Z HMMHH-»«,
ameros:STEAP-L .

Cada phgtido s8 una puﬁndam I
W5; 5e especifiea eada pesicion Inteial, la
longitad ded péptido & de 9 aminoacidos, ¥

la perskesin final puea cada piptide s la

poskian infcial mis ocho,
.. 323456789 . puntuacion
- FHQVNNL 15
2 WREF]‘NH\F I :

Tabla JD(IIL?EJHM-MEN—

9meros;STEAP-{" o _.

© Cadapéptide #s una parcidn de SEC D
. KT; ok especifica cada posicién Inkial, la
hangitud del phptids s do 9 aminadeides, v
1a pesicién final para cada piptido es la
posielén Inkzlal mis oche.

Pos 120456789 puntuaclén
B QIHKKEDY. 1

19  SLWDPCLTR 8.
25 - LTRFKGLNL - 17

%  TRFKGLNU.. . 16 .
2 REFHYIGH - 44
12 KXKSOVPESL 44

& YIUHKES . 1%

9  IHKKSDVP 13

wa'mm m.ﬁ’

“Pos. | 1234567E8
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Tabla Xxhl-v3-HLA-AD20%-
; gmerosSTEAP{-
24 CCLTRFKGLN 10

Tabla : XXI1FV4-HLA-0201-

. 9mero=STEAP-{
Cada péptido es una porcién da SEC 1D
H*49; ae eapecifica cada poaicién
inicial, la lengitud del péplide ea de 5
amingdcidos, y la posicién final para
cada péptida e3 la poaicion inicial mas
ache,

- 25458789 punluambn
TGLLSLFFAY . #57
LLSLFFAVL 5 :
'ELFFM'I_.HA i+

RKQFGELSL . * 18
LFFAMLHAL - 17

Tabla XXIV-V1- Hl;n.m:rz- '
; Ome ros: STEAP-L -
cm péptido e una porcién de SECID |

N3, se especifica cada posicién
Inlclal, la longitud del péptido ey de 9

" aminodcidos, y la posiclin final para

cada péptido ea |a posicion inicial mia
ocha

Pos - - 123458780
No se encuentran resultados.

Tabla JOOV-V2-HEA-A02:
9mero=:STEAP-1
Cada péptide ea una porclén da SEC 1D
H*5: 32 eapecifica cada poaicién
inicial, la lengitud dal péptide es de 3
aminoacidos, y la posicién final para
cada péptido ea la posicien inicial mas
ache, .
Fos - 123456783 -puntuacién
No se encuentran remltadus

Tabla XXV VI-HLA-AQN2-
. omerosSTEAPY

Cada piptido &5 una porciin de SEC 1D
WT: “munm&lﬂ, |2 lomgitud del
pépbido e% de 3 aminaicidos, y [ posicidn

:puntuacion

- Final para e3da pépticdo vs la posicién ink:ial

mis ohe,

Gada piphdp es una porcion de SEC 1D

N:T: s posiclbn Iniclal, la bangitud del

phptide e de 3 amincdeides, y [ pesieién

final para cada péptida o5 L posicitn inksial
mis ooha.

No sa Encuantran resultados,

Tabla mv-w-m.&-ﬁuanz-
-Gmeros;STEAP-1 -

' Gada péptido o5 una perclén de SEG D

We:3; 4 especfica cada posicion iniclal,

119

puntuacion

a

 Pos 123456789

Pm_. 3

iy Hu 88 Em:uenl:ran reaulladn:

. Tabla XU-VAHLA-AC0S-

Tabla XxtV.v4-HLA-RD02--
Smeros STEAP-1- .
la longitud del péptido ea de 3
amincdcidos, ¥ la poaicion final para
cada péplido e [a posicién inicial mas
echa.
puntuacian

Nose am;u_anlra.n resultados.

| Tebla xxvy1A0o03

Bmer [STEAP-1.
- Zada péphdnﬂ una pnrcmndBEEC [0}
N°:3; am eapecifica cada posicitn

_ Inicial, la longitud del péptido o ded

aminodcidos, y la posicidn final para

" cadapéptido es la posiclén infclal mis

oche,
-punmar.l:'m
Ho se encuentran fesultados

Tabla XXV-VZ-HLAAO203-
< fmef [STEAR-Y.
Eada pptide e una percién de SEC 1D
B:5; 6o espocifies cada poshciin inidal, la
bongitud del peptida s de § aminodeidos, y
b posicion final para eada piptide es la
" posicidn inicial ms ocho.
Pos 123#55?89 ” puntuacion
No se encu entran resultados

Tabla mmmm
8me ETEAP§ -

“ Gada pépﬂda &8 una parcitn da SEC D
. W%T; se eapecifica cada posicidn inicial,

la lengitud del péptide es de 3
amincacides, y la peaicion final para
cada péplido e [a pasicién inicial maa

: oche,

123456789  puntuacién

. 9meros:STEAP1-

. Cada péptido =y una porcién de SEC 1D

N*-5; se eapecifica cada posiclin inlelal,
. I longitud del péptide ea da §
amincdcidos, y la poaicicn final para
cada piptido es [a posicién inicial méa
echa,

No SB1EIII?I:|HTHI'EH rer'_u'ftadm.
Tabla $5VEV1-HLA-A3-

omeros;STEAP{

Cada péplido ea una poreidn da SEC 1D W:3;
sa papecifica cada pesicidn inlclal, la
langitud del péptido ¢ de 3 aminoicidos, y

la posicidn final para cada péptida ea la

poaicion inlcial mas ocho.

Pos 1234568769 . puntuacion
‘138 IVOLHNGTK ..
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Tabla XOVI-VE-HLA-AZ-
Smeros STEAPT

posicidn inicial mas scha,

" Tabla XXV 1-HLA-AZ-
gmeros STEAP-1

Cada péptida es uma poreidn de SEC 1D

Tabla XXV1.V1-HLA-AF

meros STEAP-{
Cada péplido es una parcién de SEC 1D

N*:3; a0 eapecifica cada poaicion inicial, N°:3; 30 especifica cada poaician inicial, 1 Pos  12345G78H puntuacian
la longitud del piptide es ded la lengitud ded piptide es de 9 3  REFHYIQW 8 -
© amingdcidos, y la posicidn final para aminodcides, v 12 posiclén final para 5 ﬂ;mw| 5'
cada péptido an;::}:alcldn inicial mas cada péplido eaul:'.:;m[{:[ﬁn Inicial mas 1 : _LWFHYEF? :
Pos 123456789, - puntuacidn Pos = 123456789 - puntuacién .2 WREFHYKWV 3
122 STLAW %/ 268" HALFAWNK 18
307 LFLPCLRK - 26 28 . ALIFAWNEW 16 Tab[a KKVW:!-HLArﬁBmems
140 CLHNGTKYK  25- 274 IDIKQFVYWY - 18 j - "STEAP-
o B ILALL&WS"'“ -2t Em b MI_FI‘.‘:E-E'"‘J "8 Cada péplids 3 una parcitn de SEC [
1oe " KIPILVINK. = 22 L 6 - SILFLPSLR 16 W*:T; 9 eapicifica cada posicion inicial, la
128 - LWLPGVIA ~ " 2F 311‘_ PCLRKKILK 16 longitud del péptide es da 9 aminadeidos,
133 GVL'!"-."‘WQL 22 . e 318 KIRHGWEDY asu 16 W ¥ la pasicidn final para cada péptido es la
294 AVFLPIVWL = .22. %0  LLREVIHPL, . .15 Pog = 123456789  Puntuacitn
32  RHGWEDVTK - 22 M7 - VIPMVERL - 15 18 - SLWDRCLTR 23
ar  MLERPVUH . 2 o128 MUSITLLAL -~ 15 8 - QIHEKSDV 17
‘84 VIHPLATSH ] 134 ViaavalH . 15 4 THYIHIHK (-]
116 K‘-I'LWIWS" ¥y | ‘ 161, . RKECGFGLLSF - - 15 8 IHKKSDVP 15
193 WLDKWMLTR . 24 . © 173" VLHAIYSELS - 16 - 24 CLTRFK‘GLH' 14
231 ALLAVTEIP 2 178 AIVSLSYPM - 1§ 5 HYIQIHKK 13
235 AVTEIPSVS 21 22 LLLCTHAL - - 15 5  DVRESLWDP 1
83 EVIHPLATS 20 299 WWVLIFKEI 16 g A o
87 PLATSHGOY. 20 - 308 LFLPCLRMM- 15 Tabla XXVEVE-HLA-RD-
221 SLENVGLAY - 20 12 ELWKMKPRR 14 - " 9meros:STEAP-1
76 KIAAIASL 18 22 LEEDDYLHE -~ 14 Cada piptido ¢3 una porcién de SEC 1D
127 ALWLPGVI- - 19 45 HLHCTAHAD -~ 14 N*:9; s eapecifica cada posician inicial. la
148 WPHWL‘DH f 19_ . €0 EI.QHIFQE-F : 14 langitud del piptide ea de 3 aminodcidoa,
244 SLT“!'REFH"I' i 18 E6 Fi-‘r“-'LREv 1" y la posicién final para cada péptido ca la
% Tmﬁ ::: :;E % :me :: poaician inicial maa ocho.
B AMARLTF - 18 158 MLTRKGEGL 14 Pos . 123456789 - Puntuacion
112 LVNKVPM 18 188 RSYRYKUN 14 6 LSFFAVL 18
26  GLALALLA - 18 1956  AYQOMOONK - 14 - B8 SIFFAVIHA 11
0 . SVSDELTWR. 18 2T WIDQFVW . 14 5 GLSLFFAV 13
258 KLGWVSLLL: - 18 207 LEWVLIFIC - 44 7 - LSLFFAMLH 13
259 IVSLLLGTE - 18 HE  HULKIRHGW 1L 2 KOFGLLSLF 12
am VLIFKSILF -~ 18 a5 DYTRINKTE 1) 1. RKQFGLLSL 1
- 3T - ILKIRHGWE .~ 18- 55 FDCPSEIOH 13 3 "I'FGLLSLFF 10
43 LLHLHQTAHT = 17 B6 ~ ELFPOWHLP ~ " '13 T
Ta AlIRSLTFL 17 V4 PICIAMIA 13 Tabla . JoOvil-v-HILA-AG-
80  NASLTFLY - 17 88  YTLLREVH 13 9meros STEAP-1
111 ILVINKVLP . - 97 165 - GLLSFFFAV 13 Cada péptido es una percién de SEC 1D
0 PGMIAAL - 9T 174 LHAIYSLSY. - 13 N3 se especifica cada posicisn iniclal, la
:gg %EFF'.W}' _ J‘;' 168 RYKLLNWAY 1§ longitud del péptida ea de 9 aminaacidos,
219 WELGW: N :T ;?g _ wgﬁ% :3 'y la poaicion final para cada péptido ea la
224 IVGLALAL 17 217 ENVSLGV 13 posicion [nielalmis ocho.
M2 CLREKILKI 17 223 CIVGLAILA 13 Pos  1234567B9 puntuacion
7 [TNOCEELWK - 253  LLGTIHAEL- - - 13 133 - - BVIAAIVOL 28
41 PVLLHLHOT 18 273 AWNKWIDIK 13 aez LIFKSIEFL 26
42 VLLHLHGTA A6 ' : T8 KIAAIIASL 25
T2 HLPIKIAAL 16 Tabla YWI-M2-HLA-AS- 79 AlASLTFL 25
125 LLALVYLPG 18 Smero=:STEAP-1 112 LVINKVLPM . 25
180 LSYPMBRSY . - 15. - Cada péptido es una porcién de SEC 1D 294 AVELPIVVL s
183  PMRRSYRYK 15 N*.5; 3¢ eapecifica cada posicidn inicial, la Bl ELOHTOELF 24
207 AWEHDVWR. 18 longitud del péptido es de 9 aminodcidos, 159  LTARKOFGLL 24
248 REFHYIQSK 15_ y la posiclén final para cada péptido ea la 218 YVSGIVGL . 24
1 SLU.'GT]HR_ 1 &0 IBSLTFLY 23

120



Tabla XXVII-V1-HLA-A2E:

SmerosSTEAP-{ -

Cada bépqida &% una parelén da SECID
" W:3; sa papeeifics cada pasicidn inicial, la
longitud del péplido ¢4 di D aminadcidos,

y la pesicifn final para :tﬂl péptido esla

Pos
83
120

123

172

208

" o224
262
296
80
- 97
. 249
ey}
83

89
12

186 -

M7
27

mEER

3

prelaigiRignne

142

%52

. 123456789 pu ntuacién

VLIFKEILF pa |
KORGLLSFF - - 20
AYSLEYPM 0
DTGETSMLY - 19

DEFDCPSEL = .19 -
HTGELEPOW.- 18- -~
ELFPOWHLP - 19
FFALHAY 18
SLTWREFHY. 19
IDIKQFVWY 18

VVLIFKSIL -~ =18~ -

PILVINKVL . 18

MLTRKGFGL . 18-
YIPPTFMIA - 18
DITNGEELW ™~ * 17
ELWKMKPRR ~ 17
ETSMLKRPY 7
KIPILVINK - W
VINKVIFMY . 17
KVLPMVSIT - 17
VLPMVSITL 17

YLPGVIAAL . 47
CFGLLSFFF 17

GVSLULLGT 17
DVTKINKTE 17 -+
HLPKIBAL 16
QYFYKIPL 18
VIMANOLH 16
HNGTKYKKF 16
DVYWRMEYY  18; -
WRMENYVSL 16 -
ALALLAVT 16
SVSOSLTWR 16
YIQSKGIV 16

EVIHPLATS. - - 23 .
MYSITLLAL - 23 -
ITLLALVYL- - 23
CAVLRANYSE:<noape
WIEHDYWRM © 28
IVGLALAE -="23
LLLGTHAL 23
FLFWVLIF ~~ 23
LLREVIHPL - 22
PLATSHOQY 22
EFHYIQSKL - & .
DIKGFVWYT - 22
SLTAYTLL ~ 21
ATSHQQYFY - 21
SITLLALVY . - 21
LLSFFFAVL . 21
ENVELEIV - - 21
SIPSVSDSL & 2
FYWYTPPTF 2
CPTFMIAMFL

ES 2537074 T3

Tabla XXVII-V1-HLA-AZS-

ameros STEAP-{

Cada péptido ¢9 una parcign de SEC 1D

. W93 se especitica cada posicidn inicial, la
longitud del péptida ea de 5 amineacidos,

y la poaicion final para cada péptidocsla . |

posicidn inlclal mis acho.

Tabla XXVIVA-HLA-AZS:
Smeros STEAP1 -

Cada péplido &3 una porcidn de SECID
W:3; 8o eapecifica cada posicidn iniclal, la
longitud del péplide ¢a de 9 aminodcidos,
¥ |la pesizibn final para cada péptide es la

poaicion inicial mas echo.

Pos 123455789 puntuacién
234  AVTSIPSVS - 12
a5 VFSIPSVSD 12
270 LIFAWNKWI 12
- 2TT WIDIKOFVW 12
303 IFKSILFLP 12
ME  KILKIRHGW 12 .
328 EDVTKINKT 12
327 VIKINKTEI 12
331 NKTEICEQL 12
Tabla 3XVI-V2-HLA-RZE-

gmeros: STEAP-{
Tada péptida es una parelén de S5EC D
N5 ae especifica cada poaicidn inicial, la

lengitud del péptido ea de 9 aminodcides,
y la pasicidn final para cada péptido ca la
posicidn inicial mds ocho.

Pog . 12356785 . puntuacion
4 EFHYIOVNN 14
3 REFHYIQUN 7
5 &

-FHYIQVNNI

Tabla XXVl V3HLA-AZE-
gmeros:STEAP-{

Cada piptido ea una percion de S5EC (D
W:T; 8o eapecifica cada posicidn iniclal, la

longitud del péplido ¢9 do @ aminadcidos,

121

Fos ~ 12345578% puntuacion
256 - KLGIVBHEL - 1B i
265,  GTHAUFA. .16
266 - THALIFAW- - 16
LR T BNAVELRIV™ 16
258 PWVLIFKS. - 16
8  TNGEELWKM 15
38 - LKRPVLLHL 15
T 41 7 PVLLHLHGT 15
181  RMOFGLLSE - 4B
222 - LGIVGLAL 15
254 .CSKLGIVSL- - 15
255  SKLGIWSLL "5
259 WSLLAGTI 15
5 MEWIDIKGF - 15
288 PPTFMIAVF - 15 .
299 IWVLIFKSE .~ 15
305 ° KSILFLPCL- - 45
312 CLREKILKE = 15
86  DCPSELOHT 14 .
B6  FIXTLLREV 14
94 VIHPLATSH 14
153  WLDKWMLTR . 14
165  GLESFFFAV 14
192 LINWAYQQY 14 -
211 HDVWRMEW 14
245 . .LTWREFHY} - -14
23 GEDDYLHKD - 13
.37  WMIKRPVLLH | 13
¥  EFDCPSELQ - 13
88 TWREVIHP - 43
18 -LPRVSITLE- ~ 13
12 TLLALWYLR 13
125  LLALWERE T 43
137  AWVOLHNGT - 13
168 SFFFAVIHA 137
169 FFRAVLHAL - 13
73 VIHAIYELS 13
173 SLSYPMRRS 13
180  LSYPMRRSY . 13
80 RYKLLNWAY 13
223 GIMGLALA 13
225 VGLARLALL = 13
295 YFLPIVVLI 13
308 LFIPCLRKK ~ 13
2 - ESREDITNG-- -~ 12
30  KDFGETSML 12
78 AAIASLYF 12
82 ASLTRLYTL 12
84 LYFLYTLLR 12
48  LATSHOOYF 12
144 CGTKYKMFPH 12
149  KFPHWLDKW 12
174 LHANYSLSY 12
185 RRSYRYKLL 12

¥ |la pesicién final para cada piptide e la
poaicitn inicial mas echo.

‘Pos: . 12356789 puntuacion

15 DVRESLWDP ]
25 LTRFKGINL 20
g0 T LWDPCLTRF 18
B QUIHKKSDV 14
£3 - PCLTRFKGL 13

'3 EFHYIQIH 12

9 IHKKSDVP 12
B YKUHKKS 11

Tabla XOVILVAHLA-28-
fmeros;STEAP-1

Cada péptida ea una parcidn de SEC D
N°:9: 9 eapecifica cada posicion inicial, la
lengitud del péptids ea ded aminodzidas,
yla posicidn final para cada péptida ea la

poslelén inlelal mis ocho.

Pos A23456789  puntuacian
& LLSLFFAVL 24
2 WOFGLLELF 2
3 QFGLLSLFF 47

5 SLESIFFAV 15



Tabla XXVILVAHLA2E -

2
1
g

Smeros:STEAP-1

SLFFAVLHA.

. REKQFGLLSL

LFFANLHAT

15

.13
13

Tabla XXVIl-V1-HLA-BO702-

I Cada péptido e» una porcidn de 5EC (D

mer :STEAP-1

N*3; ne eapecifica cada poaleiGn inlelal, la

langitud del péptide es de & aminadeidas,
. ¥ la posicion final para cada peplido éa la
pogician inicizl mas ocha,

" 423456789 puntuaclﬁn K
I . Ez e
20.

Pos
118

310

38
.13
i
288
254

408 -

T
4
150
- 38
V8

120

166
o
a0
35
i

T

9
256
H2
17
38

B EERETEEEEFE D PR

LPMVSITLL
LPCLRKKIL
IPSVSOSLT

LPIKIAAI
LPGVIAAIY -
PPTFMIAVF.
AVFLPIVYL-
IPILVINKY -
TPPTFMIAY

WKMKFRRNL

FEHWLDKWM
LKRPVLLHL -
AUASLTFL
MVSITLLAL
LLSFFFAVL
IVGLAILAL

KDTGETSML -
TSMLKRPVL.
KIAAIIASL
LTEKQFGLI_
YYSLGIVGL
KLGIVELLL "
LIFKSILFE

KPRRNLEED
SMLKRPVLL-~
RPVLLHLHO

QELFPOWHL

. LLREVRBL _

ITLLALVYL

GVIAMVQL -
MRRSYRYKL
RRSYRYKLL:

- WRMEIYVSL

SHLEIVELL
LEGTIHAL
PTFMIAVFL
CPSELOHTO"
IASLTRLYT
ASLTFLYTL
FYRIFILV
LVYLPGVIA
KYEKFPHWL
AVLHAIYSL
VGLAILALL
CBKLGWSL
KSILFLPCL
KDITMOEEL
RHNLEEDDYL

13
18

T

A8

18

17
17
16
16

15 -

15
1&
15
15
14
14
14

14,

14
14
14
13
13
13

13

-

13 ..

13
13

13
-3

13.

13
13
12
12

12_. "

12
12
12
12

12. ..

12
12
1

1

ES 2537074 T3

Tabla XXVIILVI-HLAB0702-
Ermems:STEAP-'j

Cada péplide ¢ una porcién die SEC 1D
W:-X; 3¢ capecifica cada posicion inicial, la
lengitud del péptida e de 9 amincdcides,
y la poaiclén final para cada péptida es fa

pasicidn inicial mis scho.

Pos 123456788  puntuacion
59  SELOHTQEL 11
68  FPOWHLPIK 11
-] SLYFLYTLL ik
96  HPLATSHQG™ 11
104 - OYFYRIPIL-© 11
10 FILVINKWVL: -~ 14
115 NHVLEMVS! °
182 . YPMRRSYRY ~ 1

T2 ELGNVELAL L 14

222 - LGIVGLAIL 11
228 - ALALLAVT 1
EFHYIOSKL 11,
284  VWYTPPTFM 11
285  WYTPPTFME 14
26 FMIAVALPL 11
257 . WPIVVUFK 11
312 CLRKKLKL 1%
3  ETSMLKRPV - 10
53  DEFDCPSEL 10
78 AIASLTE 10
92 REVHPLAT .10
112 LVINKVLPM 10 -
17 VIPMVSITL - 10
130 YLPGVIAAl = 10
158 PHWLDKWML . 10
158 MLTRKOFGL: -~ 10
162  KQFGLLSFF - .10
237 EIPSVSDEL 10
296 VFLRIWALL 10
300 WLIFKSIL 10
320 IRHGWEDVT 10
33 NKTEIGSQL 10

_ Tabla XXMI-VZ-HLA-BOT02-
Smeros:5TEAP-1
Cada péptido v una porcién de SEC 1D
N*5; ae eapecifica cada posicién inicial, 1a
langitud dal péptide ea de § aminadeidas,
¥ la poaicibn final para cada phplido s la
posicion inicial mas oche.

Pos 123455788  puntuacién
5 FHYIQWNNI 7

2 WREFHYIQV B

4 CEFHYIGWNN - - 3

Tabla JOOVIH-V3-HLA-BOZ02-
9meros:STEAP-1

Cada peplido es una porcion de SEC 1D

W7 so eapecifica cada poaician inicial, la

langitud del péptida es da 9 aminodeides,
y 1a posicidn final para cada péptidoes la
posicitn inicial mis ocho.

122

Pos

18

.E-

123456789
LTRFRGLNL
PESLWDRCL
VPESLWDPG
DPLLTRFEG
PCLTREKGL

LWDPCLIRF

REFHYKII
ESLWOPCLY

TRFKGLNL]

puntuau:lvn
15

13

13

11

11

1%

B

7
[
T

“Tabla JOMIHVE-HLABOTOZ-

Omeros:STEAP-1

Cada péplido &3 una poncidn de SEG 1D
M*48; sa eapecifica cada peslzlén Inicial, [a
Tengitud del peptida es de 9 aminoacidos,
y la posician final para cada péptidoes la

Pos

R Y CR

123456789
LESLPFAVL
RKQFGLLSL
QFGLLSLFF
KQFGLLSLF
SLFFAVLHA
GLLSLFFAV
LFFAVLHAI

'FGIJ_.SI:FFE ‘

paaicidn inicial mas ocha.

puntuacion
18
-13
10

=] i O30 ID D

Tabla XXIX-W{-HLA-B08-
Omeros:STEAP-1

Cada piptido &3 una porcion de SEC |D
N1 ac especifica cada posicidninicial. la
langitud del piptide ea de 3 aminadcidos,
yla posleibn final para eada péplido es la

posicibn inlcial mis acho.

Pos

nz -

158
Mo

. T2

51
7
2
o
4
144
L]
35
=72
13
146
185
187
15
83
106
118
142
x2
337

123456789
“=CLRENIE KT
MLTRKOFGL

LPCLARMKIL

. HLPKIAAL -

LLREVIHPL
ILKIRHGWE
QSHEGIVEL
VLIFKSILF
CYFYKIFIL
BTKYKKFPH
TSMLKRPVL
BN KRPVLL
FAWNEWID
LWHMKPRRN
WY KKFPHWL
RRSYRYKLL
SYRYRLLNW
KMMFPRRNLE
SLTFLYTLL
. EYMIFILM
LPMYSITLL
HNGTKYKKF
HLGTIHAL
VTKINKTEI

" punituacién

B ER e NEENNNNRERERRRNRE

18
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TablaXXix-v1-HLA-BOS- - - - Tabla - XXIX-V3-HLA-808- _ Tabla X¥¥-V1- HLAB1510-
9meros STEAP-1 -~ - ' 9meros ;STEAP-1 = 9meros STEAP-1
" ' Cada péptido e3 una porcién de SEC ID
" N“3; se especifica cada posicién inicial, la - )
longitud del péptido es de 9 aminoacidos,
¥ la posicién final para cada péptido es la )
posicion inicial mas oche. '

" Cada peptldoes una percién de SECID
N°:3; se especifica cada posicion inicial, la
lengitud del péptido es de 9 amincacidos,
¥ la posicién final para cada péptidoesla

posicién inicial mas ocho.

Cada péptido es una porcién de SEC ID
. N*T; se especifica cada posicién inicial, la
. lengitud del péptido es de 9 amincacidos,
. ¥la posicion final para cada péptidoesla .
posicion inicial mas ocho.

Pos 123455?88_- -puntuacién - - Posg 123456789 puntuacion -Pos . B _123@537_39 - puntuacién
37 MLKRPWLH - 17 8 ETRFKGLNL - 25 76 KIBAIASL - 2
M0 PLVINKVL: - 47 . - 23 PCLTRFKGL. 19 90 LLREVIHPL, 12 -
ST VBMVSIL - 17 . . 8 IHKKSDVP. . 95 85 HPLATSHQ 12
387 LKRPVLLHL < g7 TR QIIHKKSDV” "'*14-‘-"" o 104 SQYFYRIPIL>- - 12
o488 LIRKQFGLE-*- 16 A1 HKKSDWPES . - 13. 8 LPMVSITL 12 .
166 LLSFFFAVL:T " 167" 7 4@ CIHKKSDVPE ™~ .12 C1200 MVUSITLEAL . 12
- 184 MRRSYRYKL 16 - o T 41 LHNGTKYKK 12
237 SIPSVSDSL. 18" 7 Tabla XXIX-V4-808- 146 KYKKFPHWL 12
244 SLIWREFHY- . 16 . o 9meros STEAP-1 - 2227 LGIVELAIL - 12
. 255 KLGIVBLLL . 1.6' Cae . Cada péptide es una porcién de SEC 1D 256 ) "S.KI'-!GWSI-_'!.- - 12
o 76 K[AA"ASL 15 T T - N9; seespecifica cada posicién inicial, la . 289 PTFM]AVFL h 12
221 SLGIVGLAL 15 .. longitud del péptido es de9 aminoacidos, ° ' 302 LIFKSIFL 12
' 279 DIKQFW' RN R .~ ylaposicién final para cada péptido s la 20 RNLEEDEYL 1
- 302 L|FKS|LFL 18 : _ posicién inicial mas ocho. - -3 KDTGETSML 11
80 ELOQHTQELF [ SRR o . : 8¢  QHTQELFPQ "
M PIKIAAA- 14 Pos = 123456789 puntuacwn B  CELFPQWHL. 1
78 AIASLTFL. - 14 © 6 USIFFAVL 17 - © B2 ASLTRLYTL . 14
130 YLPGVIAAF -~ 14 1 RKQFGLESL 10 : 101 SHOQYFYKE 11
- 182 YPMRRSYRY - 14 . - SLFFAVLHA- 9 117 VLPMVSITL "
24 WGLALAL. © 14 . 5 - GLISLFFAV.- . B . 189 LTRKQEGLE X 1
- 282 YIOSKIGIV . 14 : : o o R © 172 AVLHAIYSL T 11
217 WIDIKQFYW. - 14 C Tabla YOO4-VA-HLA-B1S10- : 174  LHAWSLEY - U
298 FLPWWLIF . - - 44 - O9meros ;STEAP-1 =~ 184 MRRSYRYKL - 11
1309 FLPCL—.R_KKL . 14' : * Cada péptidoes una porf:ién de SECID ' 186 RRSYRYK]GL' "
11 ™ EELWKMKPR_' : 13 : ' N°:3; se especifica cada posicién inicial, la . 24_9 ' ‘EFHY“)SKL : 1"
S ¥ N KPRRNIE_ED~_ " - wivoer, - longitud del péptido es de 8 aminoacidos, 300 - .W.I-IFKSIL.-,- 11
§9 SELQHTQEL - 13 - ¥ la posicién final para cada péptidoesla 305 KSRFLPCL 11 -
B Vs o iTLLALWL S B . posici&n inicial mas ocho. : MO O OLPOURKKL 0 011
127 ALWYIRGVE 13 . . : 331 NKWHEIgsQL - N1
T 433 GVIAAVGL - 13 . Pas 123456789 puntuaclcn 44 LHLHQTAHA 10
- 189 ~RYKLLNWAY -~ 13 s 151 PHWLDKWME -~ 2%~ - - 46  LHQTAHADE-- 10
214 - WRMENWVSE 43 | 219 YVSEGIVGL 15 .79 MNASLTFL 10
219 YVSLGIVGL - 13 204  AVFLPMWL 16 83 SLTRLYRL 10
_ 249 EFHYIOSKL " 13 14 WKMKPRRNL 15 - 158 MLTRKORGE - 10
255 SKLGIVSEL - 13 35 TSMLKRPWLTTTIST . T 2087 WIERDVWRM 10
288 - PPTFMIAVF 13 3%  SMLKRPVLIL 14 . 225 VGELAILALL 10
- 294 AVFLPIWL 13 ; 71 WHLPIKIAA 14 : 237 SiPSvsDsL 10
- 326 EDVTKINKT - 43 . 123 ITHALVYL: - 14 - 242 SDSLTWREF 10
ce S 133 GVIAANVGL - 14 250 FHYIGSKLG 10
Tabla XXIX-V2-HLA-B0G- . 210 EHDVWRMEL = 14 256 KLovsul 10
9meros ;STEAP-1 - 224 IVGLAILAL . 14 . 283 FYWYTPPTF 9
Cada péptido es unaporcionde SECID ' 25534 'SESIiF%‘GcPSWSLEI :; ' 288 PPF‘MIAVF s
N°:5; se especifica cada posicion inicial, la : - o
longitud del péptido es de 9 aminoacidos, ' 1o - PILVIN.K:VL 13 Tabla XXX-V2-HLA-B1510-
y |z posicién final para cada péptidoesla - 186 LLSFFFAVL - ""’I'ls- 9meros STEAP-1
posicién inicial mas oche. - - 214 WRMEWVSL 13 - Cada péptido es una porcién de SEC ID
g - : ‘e 262 LLLGTlHN‘ . 13 ' N°:5; se especifica cada posicion inicial, la
Pos . 123456789 Ipun_tuaclo_n : . 267 “"IAI-'FAWN 3 lengitud del péptido es de 9 amincacidos,
1 TWREFH_WQ 8 32 RHGWEDVTK 13 ' la posicion final para cada péptidoes la
_5 . FHYIQVNNI 5 R L] ) -Kﬂ“NQEEL - _12 poasicion inicial mas ocho.
4  EFHYIQUNN -~ 4 28 LHKDFGETS. 12
' . o : 38 LKRPVLLHL 12 Pos 123456789 puntuacion
Tabla XXiX-V3-HLA-BOS- : 60  AHADEFDCP {2 5 . FHYIQVNNL 11
9meros ;STEAP-1 T 59 SELQHTOEL 12 o

123
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Tabla XXX-V3-B1510-
9meros:STEAP-1

Cada péptido es una porcion de SEC ID

- N%T; se especifica cada posicion inicial, la '
longitud del péptido es de 9 amincécidos,

. ylaposicien final para cada péptido es la

Tabla YOXKVI-HLA-B2705-
9meros STEAP-1~
‘Cada peptldoea una porcién de SEGC ID

Tabla XXXI-V1-HLA-B2705-
9meros:STEAP-1
‘Cada peptldoes una percién de SEG ID
) Iongltud del péptido es deQamlnoacldos
¥ la posicién final paracada péptidoeala

Iongltud del péptidoes deQamlnoacldos
¥ la posicién final para cada péptidoesla

posicion inicial mas ocho.

"~ Pos

124

123456789 .

Pos- 123456789  puntuacién 123456789 puntuacion Pos " puntuacién
10 IHKKSDVPE - 15. 148 KKFPHWLDK 17 240 SVSDSLTWR 14
- 42 KKSDVPESL . 13 * 168 YRVKLLINWA = 17 260  VSLLGTH 14
47 PESLWDPCL. 12 - 218 YVSLGIVGL. .17 - 275 * NKWIDIKOF 14
CUTATTTTFRYIQIHK 0 Ayt U286 T SKLGIvStE e 4y - 278 TIDIKOFVYWY-- 14
20 UWDPCLTRF 10~ - . 262\ LUGTHAL - 17 00 VWAFKSL 14
" 23 - PCLTREKGE 10 305  KSILFLWPCE — 17 320 RHGWEDVT . 14
5 LTRFKGLNL_ 10' 34 RKKILKRK 17 © 324 WEDVIKINK - 14
N - - 127 ELWKMKPRR' ~ 16 33t NKTEICSQL 14
Tabla XXX-V4-HLA-B1“510- ~30  KDTGETSML:. 16 -3 SRKDITNQE" 12
> 9meros:STEAP-1” 65 COQELFPQWHL 16 11 BELWKMKPR 13
. 'Cadapeptldoes una percion de SEG ID 78_ ' AA”ASLTF o 1.6_. ’ - 2 _HKDTGETSM ) 13
- N°8; se especifica cada posicicn inicial, la ) 82 ASLTFLm . 16 ) 3 D-FGET‘SMLK 13
.. longitud del péptido es de 9 aminoécidos, - ’ 118 ' LPMVSI“'L 16 . 43 LLWAH -13 o
¥ la posicién final para cada péptido ea la 123 . ITL“LALWL 6 73 L -.LPFKMH _ 13 .
posicidn inicial mas ocho. Co14 ‘LHNGTKYK_K 16 B3 SLTFLYT_.U'- 13
: 189 RYKLLNWAY 16 112 LVINKVEPM. 13
“Pos- 123456789 . puntuacion . 20T AWIEHDVWR 16 o122 - STUHALWY 13
' '5 - LLSLFFAVL 13 772 -LGIVG_LAIL i 16 130 YLPGVIAAL 13
_ RKOFGLLSL 11 224 - [VGLAILAL .~ 16 142 HNGTKYKKF 13
_z  KQFGLLSLF 7 " 249 EFHYIQSKL . 16 144 GTKYKKFPH 13
3° OFGLLSIFF 6 268 HALIFAWNK - 18- 151 PHWLDKWML 13
o 273 AWNKWIDIK 18 158 - MLTRKGFGL- 13-
Tabla Y0OQ-VI-HLA'B2705- 200  PTFMAVFL - 16 160 TRKQRGLLS 13
9meros:STEAP-1° . 308 LFLPCLRKK 16 163 QFGLLSFFF 13
Cada péptido es una porcisn de SEC ID 7 ITNQEELWKTI- - 15 187 LSFFFAVLH 13
*-N%3; se eapecifica cada posicion inicial, la ! 14 WN)RRNL . 15 230 LALLAVTS' - 13
_ longitud del péptido es de 9 aminoacidos, 33_ SMLKRPVLL = 15_ 237 S’PSVSDSL ’ -1j33
" yla posicién final para cada péptido es I 53 ° DEFOCPSEL 15 - 25t HYIGSKLG) 13
posicién inicial mas ocho. 59 SELQHTQEL 15 284 - VWYTPPTFM 13
-84 LTFLYTWR 15 (298 FLPIVWLIF. 13
~ Pog- " 123456788 - puntuacion -80 - {LREVIHPL- ~15. 305 - SUFLRCIR - 13
19 RRNLEEDDY - 24 - 10 PILVINKVL -~ 15 9 NOEELWKMK 12
"185 RRSYRYKLL -~ 24 154 LDKWMLTRK 15 47  ROTAHADEF 12
214 WRMEIYVSL. 24 178 ~ YSLSYPMRR~ 15 56 FDCPSELQH 12
S OLRKKILKIR. 724 77777 7 L 225 TVGLARALL T 15T 80 ELQHTCELF 12
184 MRRSYRYKL . 23 : 256  KLGIVSLLL 1T 88 FPOQWHLFIK 12
T 738 KRPVLLHLH. 22 - 288 PPTFMIAVF 15 88 YTUREVIH 12 .
. 248  -REFHYIOSK 21 297 . LPIWLIFK - - 15 . 91  LREVIHPLA 12
294 _AVFLRIWL - 2 301 VLIFKSILF 15 88 LATSHQQYF 12
133 GVIAAVAL - 20 311 PCLRKKELK . 15 89 ATSHQQYFY 12
182 KQFGLLSFF -20 312 CLRKKIKI %5 100 TSHQQYFYK 12
302"  LIFKSILFL 2 8  TNQEELWKM : 14 106 FYKIPILVY 12
20  RNLEEDDYL 19 32 TGETSMLKR - 14 120 MVSIMLAL 12
161  RKQFGLLSF 19. ) 35  TSMLKRPVL 14 140 QLHNGTKYK 12.
- 307 ILFLPCLRK 19 - 8 LKRPVLEHL - 14~ 159 LTRKQFGLL 12
76 KIAMBASL 18 84 VIHPLATSH - 14 166 LLSFFFAVL 12
4 QYRYKIPIL - 18 117 VIPMVSITL 14 180 LSYPMRRSY. 12-
172 . AVLHAIYSL = 18 138  IVQLHNGTK 14 . 182  YPMRRSYRY 12
186 AYQQVQQANK . 18 139  VOULHNGTKY 14 208  WIEHDVWRM 12
- 204 QSKLGIVEL 18 146  KYKKFPHWL 14 242 SDSLTWREF . - 12
321 RHGWEDVTK 18 153 WLDKWMLTR 14 247 WREFHYIKQS 12
§ KDITNQEEL - 17 - 156 KWMLTRKQF = 14 264 LGTIHALIF 12
78 ANASLTFL . 17 176 AYSLSYPM 14 283 FVWYTRPTF 12
108 KIPILVINK -~ 47 177 IYSLSYPMR 14 295 VFLPIYVLL 12
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. Tabla XXXIV1-HLA-BZF05- Tabla  X)XMH-V1-HLA-B2209-

meros:STEAP-T . Tabla XXXHV4-HLABZAOS- Smeros:STEAP-T
meros:STEAP-T
.. Cada péptido es una porcion de SEC ID N*:3;se . Cada péptido es una porcion de SEC ID ) Cada péptido es una poreién de SEC ID N°:3; se

especifica cada posicion inicial, la longitud del
péptido es de 9 aminoacidos, y la posicién final
para cada péptido es |a posicion inicial mas

especifica cada posicion inicial, |a longitud del
péptido es de 9 aminoacidos, y la posicién final
para cada péptido es la posicién inicial mas

N°:8; se especifica cada posicion inicial, Iz
longitud del péptido es de 9 aminoacidos,

oche. ' y la posicién final para cada péptidoesla - ocho.
S posicion inicial mas ocho. o
Pos - 123456789  puntuacion o ] i . Pos 123486789  puntuacién
. 30 LPCLRKKL - 12° Pos 123456789 - puntuacion 188 YRYKUNWA ~ 12
- 322 HGWEDYTKY. - 12 . 2.7 KQFGLLSLF 20 224 WGLAILAL 12
18  PRRNLEEDD 11 .1 RKQFGLLSL 18 262 LUGTIHAL 12
'ZT""NLEEDDY:LH“'T'-' - 3 QFGLLSLFF "4 - - - 276 KWIDIKGFY: 12
22 CULEEDDYLHK 0 11 B LLSLPFAVL - 13 300 - VWLIFKSL 42
37 MLKRPVLLHS 1t 7 LSLFFAVLH. " 127 . 14  WKMKPRRNL -~ 11
12 - HLPIKIAAL . - 11 - 9 LFFAVLHAL - 11 - 35  TSMLKRPVL. 1t
101 SHQQYFYKI = 11 . o 73 LPIKIAAN 1
09 IPILVINKY - 11 Tabla XXXI-V1-HLA-B2709- 78 AAKSLTF - 11
115, NKVLPMVSE 11 . g erenoe . B3 SLTALVIE - 11
) 169 - FFFAVLHN T 1.1'_ o .-C_ada-péptidoee una porcién de SECID - 105 YFYK‘iPlLV “ 1"
174 “ LHAIYSESY - 1t N°:3; se especifica cada posicién inicial, la ~ 132" LVINKVLPM- - 41
. 18% _‘:'.SYPMRRSYR B b " .0 -.longitud del péptido es de 9 aminocidos, .- . 120 MVS”‘:.LAL 11
. 183 - PMRRSYRYK '__1-1_ y la posicion final para cada péptido es la : _126 LALVYLPGV "
209 QQNKEDAWL . ~ 11 .0 posicién inicial mas ocho. © 451 PHWLDKWML 11
o218 MEIYVERGL 1t : 156 KWMLTRKQF 1
259 IVSLLLGTY. - 1 . Pos. 123456789 puntuacion - 158 MLTRKGFGL. . 11
209 IWLIFKSE . 1 . 185 . RRSYRYKLL. - - 24 160 | TRKQFGULS 11
S 184 - MRRSYRYKL 22 208 WIEHDVWRM 11
Tabla : XXXI-V9-HLA-B2705- 214  WRMENYVSL. 22 29 . YVSLGIVEL 11
Omeros:STEAP-T - "o 20 RNLEEDDYL - 18 ) C 222 LGIVGLAILL - 11
Cada péptido es una porcion de SECID TC133 GVIAANVGQL . - 18 - 230 . LAUAVTSE 11
N"5; se especifica cada posicién inicial,la (289 PTFMIAVFL - 15 C 237 sipsveDsL - 1T
‘longitud del péptido es de 9 aminoacidos, 19 RRNLEEDDY - 14 2_47- WREFHY'QS 1
y la posicién final para cada péptidoesla 82 ASLTFLYTL -14 243 EFHYIGSKE 1T
posicién inicial mas ocho. e s 123 ITLLALVYL .—- 14 - - 254  QSKLGIWVSL - . 11 -
- 165 GLLSFFFAV 14 268 WGTHAUF 1
- Ros ' 123456780. puntuacion 172 AVLHAWSL 16 298 NVLIFKS! 19
-2 WREFHYiQV ~ 12 - 255 SKLGIVSLL 14 - 33 ARKKLKR 41
5 FHYIQVYNNL 12 204  AVFLPIVWL 14 320 - IRHGWEDVT @ 11
3~ REFHYKQYN- 11 - . 205 VFLPMVLL 14 : e
4  EFHYIQUNN' 6. 305 KSIFLPCL - 14 - Tabla XXFV2-HLA-B2705-
B K S & KDITNQEEL : 13 : - Smeros STEAP-T - -
Tabla XOOGVI-HLAB2705- . 30 KDIGEFSML_ 43 - - cudspéptidossunaporcionde SECID
Omeros:STEAP-T o 38 SMLKRPVLL 13 : N°:5; se especifica cada posicion inicial, la
Cada péptido es una porcién de SEC ID ' 76 K]AA_’IASL_ L 13 ‘longitud del péptido es de 9 aminoacidos,
Ne:7; se especifica cada posicion inicial, la - 104 _QYFYK;PIL 13 " ylaposicién final para cada péptido es la
- ‘longitud del péptido es de 9 aminoacidos, 110 PILVINKVL 13 . posicion inicial mas ocho.
" ylaposicién final para cada péptidoesla 161 RKQFGLLSF 13 -
posicion inicial mas ocho. 176 AYSLSYPM - 13 : Pos - 123456789  puntuacién
: 225 VSLALALL . 13 2 WREFHYIQV 18
Pos.- 123456789  puntuacion = 258  KLGWSLLL 13 5 FHYKIVNNI. 2
~28 TREKGLNLY 28 302 = LIFKSILFL 13 '
5 HYIQIHKK - 20 -~ - 331 NKTEKCSQL 13 ' Tabla 3XI-Y3-B270%- Smeros:
1 WREFHYIGQI . 18 .. ~ . 3 SRKDITNGE 12 STEAR-1. -~
2 REFHYIQII 18 _ 38 LKRPVLLHL A Cada péptido es una porcién de SEC ID
.4 FHYIQIHK 18 33 KRPVLLMLH 12 N°:5: se especifica cada posicién inicial, la
. 20 .. LWDPCLTRF 16 B -} DEFDCPSEL 12 longitud del péptido es de 9 aminoacidos,
12 KKSDVPESL = 14. - B& SELOHTQEL . 12 ¥ la posicién final para cada péptidoesla
5. LTRFKGLMNL 14 R - QELFPQWHL = 12 posicion inicial mas ocho.
17 PESLWOPCL 13 . 78 AMASLTFL 12 _
18 SLWDPCLTR 13 - 2 LREVIHPLA 12 Pos 123456789  puntuacién
3 EFHVIQIH - 12 - 146 KYKKFPHWL 12 26  TRFKCGLNU 2
23 POLTRFKGL 12 . 162 KOFGLLSFF 2 1 WEREFHYION 15
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Tabla XXXI-V3-82709-8meros:

' STEAP

- & - REFHEYIQN © 14

12 KKSDVPESL .- 12 -

- 23 CPCLIRFKGL - 112 -
25 . - LTRFKGLNL 12

47 PESLWDPCL A%

1 LWDPCLTRF---' ([
8 - QIIHKKSDV '9 -

Tabla XYXII-V4- HLA-BZ?OQ- .
~Bmeros STEAP1: . -

. ?Cada péptide ea una porcii’:n de SEC ID

" N:8 se especifica cada posicion inicial, la , . .
‘longitud del p&ptido es de 9 aminocacidos,

'y |2 posicion final para cada péptideesla
posicion inicial mas ocho.

. A23456789 .

1 "“RKQFGLLSL S |
5 LGLUSLFEAV - 14
(2. KQFGLLSLF. 12
6 . LLSLFFAL™ 10
3

puntuaclon

LFFAVLHA! 10
| QFGUSFF 9

' Tahla YOOV HLA-84402- .
“Omeros STEAP1S  ~
‘Cada peptldoes una porclon de SECID
N°:3; se especifica cada posicion inicial, la
lengitud del péptido es de 9 amincécidos,
y la posicién final para cada péptidoes la
posicion inicial mas ocheo.

PoB» - 1234568789 puntuacion

- 83.  DEFDCPSEL. 24
89" SELQHTCEL - 23 -
216 - MEIYVSLG! 2
85 . QELFPQWHL 21 -
284 - AVFLPIWL. 21 .
78 AANASLTF- . 18
133 CVIAAVGL - 18

262 LLLGTIHAL . 8 -

‘%69 ALIFAWNKW - 48
23 FEDOVLHKD 17
79 AIASLTFL - 17
82 ASLTRLYTL . 17 -
156 KWMLTRKOF . 17
172 AVLHAIYSL 7
224 WGLALAL - 17
275 . NKWIDIKGF 17
5  KDITNQEEL 16
3% SMLKRPVIL 16
219 - YSLGGL 16
255.  SKLGIVSLL 18
25 VFLPWL 16
302 . UFKSLFL 18
305 KSLFLPCL 16
11 . EELWKMKPR 15
'3 LKRPVLLHL 15
76 KWBAIASL 15

14  QYFYKIPIL. 15

110 PILVINKVL 15

ES 2537074 T3

Tabla XXX!FV1-HLA-84402-
9meros STEAP-1 .

Cada péptido es una percién de SEC ID

- pos
118

120

22
e
162
180
185
248

123
142

149.

169

242

- 249

288

- 310

14

‘80
73

108

A7

17

138

148
166

187

189 .

214

- 256

201

. 206
. 299

308

Nz

-331

126

" . N%3; se especifica cada posicién inicial, la
- longitud del péptido es de 9 aminoécidos,
" ¥ la posicion final para cada péptidoes la
posicion inicial mas oche.

" puntuacion

123456789 -
CLPMVSITLL: | 15 -
©MVSILLAL- 15

SITLLALYY - 15 .

YLPGVIAAT. * ~ 15~

KQFGLLSFF . - 15 -
LSYPMRRSY 15 °
RRSYRYKLL 15 -
KEDAWIERD =~ 15
REFHYIGSK 15 . -

QSKLGIVEL- - 15,

O TIHALFAW 15
IDIKQFVWY ~ 15
PTEMIAVFL . 15 .
VUFKSLF ~ 45
KILKIRHGW = 15 -

'MESRKDITN . 14 -

TSMLKRPVL 44

HLPIKIAAL - 14

LREVIHPL. 14

REVIHPLAT 14
ATSHQQYFY 14

ITLALVYE . 14
HNGTKYKKE - 14
KFPHWLDKW 14
CFFFAVLHAI -~ 14 -

LGIVGEAL . .. .44 -

VGLAILALL 14
SDSLTWREF 14
EFHYIOSKL 4

PPYFMIAVE 14

LPCLRKKL - 14
WKMKPRRNL 13
. KDTGETSML 13
GETSMLKRP 13 _

ELOHTOELF 13

LPIKIAA 13

FYKIPAVF. 13 -

VLPMVSITL 13

ALVYLRGVI 13
VQLHNGTKY 13
KYKKFPHWL 13

LLSFFFAVL 13
YPMRRSYRY 13
SYRYKLLNW 13
RYKLLNWAY 13
VOQONKEDAW ~ 13
WRMEIYVSL 13

KLGIVELLL ~ 13

FMIAVFLPI 13

FLPVLIF 13

IMVLIFKSI 18

FLPCLRKKI 13 .

CLRKKILKI 13

NKTEICSQL 13

Tabla XOOKII-VA-HLABA402-
Omeros [STEAP-1-

~ Cada péptido es una porcién de SEC ID
- ‘N°:3; se especifica cada posicion inicial, la
longitud del péptido es de 9 aminoacidos,

¥ la posicién final para cada péptidoesla

Pos -

6 -
10

383&3

209

210

224
237
239
244

251

259
264
270
27

283
285

324
19
20
47
69
87
10
15

145 -

151

158 -
163

174
206

- M

230
245
283

300 .

123456789
DITNGEELW
-QEELWKMKP: -

- LEEDDYLHK
o H'FQEL'FPQW‘“

UASLYFLY -
SLTRLYTLL -~

o7 pLATSHOQY

159
161
184

LTRKQFGLL
RKOFGLLSF
MRRSYRYKL

* IEHDVWRME -

iEHDVWHME!

“SLGIVELAY

SIPSVSDSL

. PSVSDSLYW

SLTWREFHY
HYIQSKEGE

- IVSLLEGTE .

EGTIHALIF -
LIFAWNKWE

WIDIKQFVW

FYWYTPPTF
WYTPPTEMI
WEDVTKINK

. RRNLEEDDY
RNLEEDDYL. .

HQTAHADEF

NKVLPMVSH

TKYKKFPHW
PHWLDIWML
MLTRKGFGL

.QFGLLSFFF

LHAIYSLSY

- DAWIEHDVW

" HDVWRMEIY
LALLAVTSH
LTWREFHY!
- LLGTIHALY
- WLIFKSIL

posicion inicial mas oche.

‘puntuacién

12
12

'-12

"'12'"
12
12

© 12
12
12

12
A2
12
1z

12
12 -
12

2

12
12
12
12
11

11

- [ . ) '. 11.

- PQWHLPIKI
SHOQYFYKI

11
11
11 .
1
1
1
1
11
11
]
1

1

T

T4

Tabla YXXIKV2-HLA-B4402-

9meros fSTE:AP:—1 :

Cada péptido es una porcion de SEG [D N°5; se

especifica cada posicion inicial, la longitud del
péptido es de 9 aminodcidos, y la posicion final
para cada paptido es la posicion inicial mas

Pos

3
5

ocho.

423456789  puntuacion

REFHYIQUN
“FHYIQVNNI

16
10
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_ GiE o Gr e Tabla GGEN-V1-B5101- o 4 8 i
- TabladOOel-V3-B4402- - : © 9meros:STEAPY - v Tabla 200 I-HLAESH01-
. Imeros:5TEAP-1 ] Cada piptide eaune porcisnde SECID 9 meros:STEAP-1
Cada péptido ea unaporcion deSECID . . Wi a0 copocifica cada posicidn iniclal I - - ' " igagy paptido e una porcian de SEC 1D
M"%; s eapacifica cada pealeiGn inicial, s longitud del pitptida ea de 9 amincicides, : N"T7; se eapecifica cads poalciéninicial, la
Fongitud dof péptido es de S amincicidos,  _ ¥lapesiciénfinal para cady péptideesls - . lengitud dof piptide es de § aminodcides,
* .« ylapaakcian final para cada poptida ea la posicidn [niclal mis acho. 1 y [a poaician final para cada piptido cala '
' posicion Iniclal mas acha, et Ery - posicibninicial mis o<k,
y " Pos ~ 123456780 pun!uucle)n _ )
Pos . & 123456789 puntuacin - 435° {AAIVOLEN 16 - Pos 123456789 puml.ra_c:lﬁn
2. U REFHVIQN - 23 .. 168 FFFAVRAL . 18 . 72 OPCLTRFKG - 17
47 FEELWDF‘ELI. - 185 WAYCOUGON - 18 . 28 TRFKSLNLI .7 15
TR PCLTREKGL ™. - 18 =" 270 LIFAWNKWE = - 1§~ ==~ .2 REFHYIQN ~ -13
- .- EWDPCLTRF - 15 oo CPMIAVELRE L 16 1 WREFHYICH . 11
T 12 KKEDVPESL 14- .7 7 285 CVELPhWLE 16T v 18 YPESLWOPC - 11
43 KSOVPESLW 13 MY LPIWLIFK 16 23 PCLTRFKGL 1
267" TRFRGLNU © 13 MZ C CLRKIKI © 46 - - - 12 KKSDVPESL - 10
© 25 ¢ LTRFKGLNL - 11 B PONHLRIGE. 15 - 25 LTRFKGINL 10
s REEC o E B IASLYFLYT - . 18 - 8 QIHERSDY g
- Tabla Jorxiiva-HLA-E4402- 67 LYTLLREWL- 15 . 15 DVPESLWDP . 9
ot T OmerosSTEAPL - M2 DVWRMENY 45 4 FH‘!"IGIII-IK ‘B
" Cada péptida es una porcisn de SEC 1D 22 - LGIVGLARL- - .18 . -
H’:?.a:TDeclﬂun;apﬂlclﬁnInl:hl.h 259 WSLLLGT) © 15 . t © Tabla mtl.l'ﬂ.IWBE‘IM-Bmurou
Iongitud del pptido ca db 9 amincicidas, gg mlﬂw 5 Ig Smeros:STEAP-1
y la paslelén final para cada péptida ea |a : v LRKKI b Rl ! Cada péptide e una porclén de SEC D
pn:i:HminI:Iﬂ mis ocho, - i 5? < GFSE.QHT‘Q - 14 L= ; Heg: .:ipltmm“ :I::::lltiﬁn inlelal, la
: to.. B LFPQWHLPI - 14 longitud del péptido o3 de 9 amineicidos,
Fos - - 123456709 puntuai:iﬂn 1 HFLATSHOQ - L ' ylapoalslan final para cads péptide es Ia
2 KOFGLLSLF 16 108, SHQOYFYKE . 14 . - posicién Inicial mds ocho,
6  LSLFFAL 14 127 ALVYLRGW. 14 -
g LFFAVLHAI 14 218 MENMVELGE - - o Pos. 12056789  puntuacién
1 REQFGLLSL 12 217 EOVSLGIY 4 : g LFFAVLHAL - | 17
3 QFGLLSLFF 12 245  LTWREFHYT 14 8 LLSLFFAVL 12
B 293 PAYLIFES] T4 . 4 FGLLELFFA 11
. Tabla OOM-¥1-BS101-: 3 LKRPVLLHL . 13, .— § | GlLstFray | | 1%
. OmerosSTEAP | g . BﬁFEFF’SEL ; ‘lg, 4 RHQFGLLEL . B
Cada da ea una parcian de SECID LPIKIAAL i ; 5
e :::ummcm; posicieninicialla . 79 LAARASLT © 437 - Tabla YO(V-V1-HLA-AT-
langitud del paptida eada % amincicides, - 10 AAIIASLIF 13 ; Imeros:STEAP-1 |
yla posiclén final paracada piptidoesta - - F0.-  {LREVIHPE ---13 © . Cadaplptido-es una poréitn da SECID
poalelén inlelal mia acho. Coo- 10 PILVIRKVL - 13 ) N~3; sa eapecifica cada pasicién Inicial, la
_ - M3 VINKIPMV © 13 L - jongitud del péptido es de 1D aminaicidos,
E Pos 123456709 _Eurlf.uacipn_ . 1"17 __‘H"LFHUEln ) 13‘ . ' "y Ia peakcién final para cada piptido cala
_ZI"_ “LALLAVTSE - 27 AT FAMLHAIYE T 137 T poslelén nicial mis pueve,
{08 0 IPILVINKY 26 . 182 YPMRRSYRY: - 13
. . A ll.UFLPMF .- 21 sLGVELAT - - Poz 1234567890 puntuacion
T3 O LPKAALN . M 238 IPSVSDSLT. - 13 2. WDIRGRWY 28 -
136 - LALVYLRGY P 262 LUGTHAL 13 . 124 vshualvy - 27
2 FAWHEWIDN - 24 263 - LLGTHALL 13- 210 EHRDVWRMELY 25
. ._322 HGWEDVTHI 24 ‘268 2 HALFAWNK - 13 1m VLHAIYSISY 23
23 LAVTSIPEV b 302 LIFKSIFL 13 178 SLSYPMRRSY 19
28 LAILAELAY s ' 243 DSLTWREFHY - 18
287  TPPTFMIAV b Tabla 300QV-V2-HLA-B5{01- ' 9 AIASLTFLY 18
. :ggﬂﬂ?ﬁlm bey | Smeros STEAP-1 ’ 138 IVOEHMGTKY :E
- VIAAIY 2 Gl i e 186 YRYKLLMWAY 18
310 LPCLRKKL - 19 e 21 NLEEDDYLHK 17
205° DAWIEHDVW 18~ L e om, yisposiien ol 181 SYPURRSYRY 17
130. . YLPGVIAAL ) A - athe. 81 LREVIHPLAT 18
225  VGLAILALL 7 169 -FFRAVLHAY 15
86 CFLYTUREY  16- - - Pos 1235789  puntuaclén 215 RMENYVELG 16
103 | COYFYKP 16 OB FHYHIVNNI 18 . 288  YTPPTFMIAV 15
105 FYEIPILVT - 16 2 WREFRYHW 3 = 18 PRRNLEEDDY 15
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Tabla XXXV-V1-HLA-A%-
" - 10meros:STEAP-1

Cada péptido es una porcién de SEC ID

1U-aB1inoécidos.-y-la poeif:i'f;n final | o

ES 2537074 T3

para cada péptido es la posicion

No: " " Pos.
:3; se especifica cada posicion inicial, la
lengitud del péptido es de 10 aminoacidos, 232
y la posicion final para cada péptidoesla . 125‘
posicion inicial més nueve. 261
| peeeenmeR o 2
Pos . 1234567890 puntuacion 22} -
96 . HPLATSHQQY = "15° 228
98 . "LATSHOQYEY 1§ - 89,
159 LTRKOFGLLS . 15 - 223
© 24 TVSDSLTWREF - 15 T 309
o “DTGETSMLKR 14 108"
“PSELOHTGEL ~ 47 ~ 130,
323 - GWEDVTIINK ~ 7" 14 262
887 YTUREVHP 13 281
220 VSLGWGLAI 13 17
e 22
_ Tabla KRRV-V2HLA AL - 165
. ¢ Wmeros:STEAP-] © ¥
. Cada péptido es una porcion de SEC ID 81 ..
- N:5; se especifica cada posicion inicial, la - 2
- longitud del péptido es de 10 aminoacidos, 19t
-y la posicién final para cada péptidoes la . 253 ]
-posicion inicial més nueve. o 75
78 .
. 1234567890 puntuacion 4T
WREFHYIQVN n 24
11
Tabr_e_-xxxv-va'ﬂu-m- : 116
" {0meros:GTEAP-1 ~ 118
- "Cada péptido es una porcién de SEC ID . 157
N°:T; se especifica cada posicion inicial, la 293_
“ longitud del péptido es de 10 amino&cidos,. - 4294 -
. yla posicion final para cada péptido es la ) 72
posicion inicial més nueve. BB
. 120
-Pog 1234567860 Ppuntuacion - 129
% - KSDVPESLWD_ -2 - - 244
21 LWOPCLTRFK 14 253
AT VPESLWOPEL . 11 269
.2 _WREFHYIQI . 10 282
19 iESLWDPCLTR- S (1 -309
: 66
Tabla XXXV-V4-HLA-A1- 7t
10meros:STEAP-1 - 0.
Cada péptido es una porcion de SEC ID N*9; se 158
especifica cada posicién inicial, la longitud del -2 8
aptid de 10 aminodcid I icién final - - 286
péptido es de ,ylap inal -
para cada péptido es |a posicion inicial mis ' ?4037
nueve.
183
Pos - 1234567880 - puntuacién 221
10 LFFAVLHAY 15 7
8§  LSLFFAVLHA . 3
3 . KOFGLLSLFF 7. 80
Tabla XXXVI-V1-A0201- Az
10meros:STEAP-{ 215
Cada péptido es una porcion de SEC ID 255
N°:3; se especifica cada posicidn inicial, la 105
longitud del péptido es de ' 126

inicial mas nueve.

128

puntuaclon

1234567800 -
LLAVTSIPSV 31
LLALVYLPGY 30
SLEBGTIHAL 30,
GLAILALLAV
" SLGIVGLAIL'

 LALLAVISE . .28

" TLLREVIHPL . " 27

- GIVMGLARAL - 27 -

. VLIFKSILFE > 27
KIPILVINKV.
YLPGVIAAIV -~ 2

CCLUGTIHALY 2B

" FMIAVFLPIV 26

- VIPMVSHLL 26
SITLLALWYL 25
GLLSFFFAVL - 26

" MUKRPVILHL - 2¢
IASLTFLYTL: 23,
LVINKVLPMV . 23"
KLLNWAYOQY . 23
GIVSLLLGTI
IKIARIASL 22
AMIASLTFL 22
FAVLHAIYSL - 22
WGLALALL - 22

ILVINKVLPM 21

© KVLPMVSITL 21
- PMVSITLLAL - - 2%
WIMLTRKQPGL 21
IAVFLPIVWWL ~ 21
AVFLPIVWAL. .- 21 -
RLPIKIAAL - 20
FLYTLLREVE 20
MVSITLLALY -~ 20
VYLPGVIAAI 20 -
~BLTWREFHYF 20 -

IQSKLGIVSL - - 20
ALIFAWNION: . 20

2 MIAVFLPIVY - 20
FLPCLRKKIL -
ELFPQWHLP - 19
WHLPIKIAAL © 19
LLREVIHPLA . -

. MLTRKOFGLL
IYVSLGIVGL ~ 19
YTPPTEMIAY .~ 18
ILFLPCLRKK - 18
LLHLHQTAHA - 18
PMRRSYRYKL 18
LAILALLAVT 18
ITNQEELWKM 17
SMLKRPVLLH 17
BASLTFLYT = 17
TFLYTLLREV 17
ALVYLPGVIA 17
RMEIYVSLG! 17"
SKLGIVSLLL 17
YFYKIPLVI - 16

. LALVYLPGVI .

16

9
8

26

Pos 1234567600

Tabla 30C(VI-V1-A0201-
meros:STEAP-1 -

Cada péptido es una percion de SEC ID

. N%3; se especifica cada posicién inicial, l1a

lengitud del péptido es de 10 aminoacidos,’
y la posicion final para cada péptido es la
posicion inicial méas nueve.

Pos. 1234567890 puntuaclon
128 LVYLPGVIAA 8
168 SFFFAVIHAI 16

236 - TSIPSVSDSL - - 16

251 - HYIQSKLGIV 16

© 256 KLGIVSLLEG - . 16
299" WVURKSL 16

304 FKSLFLPCL 18
370 KINKTEICSQ'  16.
76 KIAAIASLT - 15
103 QQYFYKIPIL-© 15
213 VWRMEIWVSL .- 15
215 MEIYVSLGV 15
220 . VSLGIVGLAL 15 -

298 FLPIVVLIFK 18

302  LIFKSLFLP 15

- 308 LFLPCIRKKI 15._.

Tabla )O(XVI-V?-HLA-AOZM- '
10meros:STEAP-1 -

Cada péptido es una porcion de SEC ]

’ ~ N°:5; se especifica cada posicion inicial, 1a -
longitud del péptido es de 10 aminoécidos,

y la posicion final para cada péptido es la
-posicion inicial mas nueve.

“puntuacion

1  TWREFHYIGYV . 12

4 'EFHYE_QVNNl g

Tabla XXV vaum-aozm
10mers:STEAP-1

Cada péptido es una percién de SEC ID
N°:7; se especifica cada posicién inicial, la

" longitud del péptido es de 10 aminoacidos,

y la posicion final para cada péptido es la
posicion inicial méas nueve.

Pos 12345067800 . puntuacién
25 CLTRFKGLNEL = 40
20 SLWDPCLIRF . 1B
26 LTRFKGLNLI 18
8 INIHKKSDY - 14
10 IHKKSDVPE 12
7 YIQIHKKSD "
2 HKKSDVPESE 11
7 VPESLWDPCL 11
1 TWREFHYIQI . 10
2 WREFHYIQI A0
8  OQIHKKSDVP . 10
5 FHYIQIRKK 9
23 DPCLTRFKGL 9

“Tabla 0O(VI-VA-HLA-A0201-



10 meros: STEAP-1
Cada péptido es una porcién de SECID
N*:3; se especifica cada posicion inicial, la
longitud del péptido es de 10
amlnoacldos y la posicion final para cada

Pos 1234567890
.9 - SLFFAVLHAI 26

puntuacién

"6 GLLSLFFAVL . 25 -

1 TRKQFGLLSL 15
5.- FGLLSLFFAV 14
7 ILSLFFAVLH - 14
8 LSLFFAVLHA 42

" Tabla ; XXXVII V1 HLA-AOZOZ--
10meros~$‘|’EAP-1
Pos 1234567890 - puntuacién
_ No se encuentran resultados.

Tabla XXXVIl-V2-HLA-A0202:
o 10meros STEAP-1 -
~ Pos 1234567680 puntuacion
. No se encuentran resultad_os.

Tabla OOVIFVAHLA-AO202

~ 10meros:STEAR-1
"Pos 1234587880 puntuacion
No se encuentran resultados.

- Tabla Y0O(V#-V4-HLA-AD202-

10meros:STEAP-1
Pos 1234567880  puntuacion

No se encuentran resultados.
Tabla . XXXVII-V1-HLA-A0203- -

- 10 meros:STEAP-} =~
‘Cada péptido es una porcién de SEC ID

N°:3; se especifica cada posicion inicial,la

“longitud del péptido es de 10 aminoacidos,

y la posicién final para cada péptidoesla

posicion inicial mas nueve.

Pos 1234567890
70 QWHLPIKIAA 19
128 LVYLPGVIAA = 19

43 LLHLHOTAHA 18
71 WHLPIKIRAI 17
128 VYLPGVIAAI 17
41 PVLLHLHOTA 10
69 PQWHLPKIA 10
73 LPIKIAAIA 10
90 - LLREVHPLA 10
118 LPMVSITLLA 10
127 ALWYLPGVIA 10
163 . QFGLLSFFFA 10
167 LSFFFAVLHA 10
. 187 SYRYKLUNWA 10
198. QQVQQNKEDA .10
219 YVSLGVGLA 10
222 LGIVGLALA -~ 10
225 VGLALALLA 10
260° VSULLGTHA 40

420 VLLHLHQTAH -
|44 LHLHOTAHAD -
74 - PIKIAAIAS

81" LREVIHPLAT -

188" YRYKLLNWAY
488" QVOGNKEDAW ™

22877 -GIVGLAILAL

226 GLALALLAY. -
261~ SLLLGTIHAL

puntuaclon .

ES 2537074 T3

“Tabla XXXVIN-V1-HLA-AGRQ3-

. 10meros:STEAP4 -~
264 LGTIHAUFA. - 10
285,  WYTEPTFMIA. - 1)

19 - PMVSITWAL
164 FOLLBFFFAV
188 SFFFAVLHAI

200 ~VSLGIVGLAI

265 - GTIHALIFAW
3 285 YTPF’TFM[AV'

WO oOO ur.-::q t.o'-.to-én 0 W W

Tabla )O(XVIH Vo.H A»AI}QOS-
: 10meros:
con STEAP-1.
Pos 123456789
No se encuentran resultados.
Tabla YOXVHIEV3-HLA-AD203 -
: " 10 meros;
STEAP:1
Pos 123456789
No se encuentran resultados.

Tabla YOOVII-VA-HLA-A0203-
. {0meros:STEAP-{

puntuacién

puntuacion

Cada péptido es una porcion de SEC ID N**9; se

especifica cada posicion inicial, la longitud del

peptido es de 10 aminoacidos, y la posicion final -

para cada péptido es la posicion inicial mas
nueve.

Pos 1234567880 ' puntuacion
4 ° QFGLLSLFFA 10 .
8 LSLFFAVLHA 10
-5 FGLLSLFFAV -~ - 9
9 SLFFAVLHAL 9
‘6 GULSLFFAVE 8
10  LFFAVLHALY - 8

Tabla XOUX-V1-HLA-A3-
10meros:STEAP-1

Cada péptido es una porcién de SEC ID

N°:3; se especifica cada posicion inicial, la

longitud del péptido es de 10
aminoécidos, y la posicion final para cada
péptido es la posicion inicial mas nueve.

Pos 1234567890 puntuacion
137 AIVQLHNGTK . 26

‘228 AILALLAVTS 26
-21  NLEEDDYLHK 24

308  SILFLPCLRK 24

.6 DITNQEELWK 23
93 EVIHPLATSH 23

129

79
116

212

Tabla JOO(N-VI-HLA-R3
10 meros: STEAP-1 -

Cada peptldo es una porcion de SECID

Iongltud del péptido es de 10

Pos
138

140

173
307

- 320

153

te6

.59

266
76
127
178

179

263

2.

86
121
133
165
191
217
234
42
83
130
72
294

319

27

37

41
72
124

229
23t
266
262
267
269
300

- M2

37
30
66
107
111
128
224
226
299
an

1234567850
IVALHNGTKY

QLHNGTKYKK .
" VLHAIYSLSY

ILFLPCLRRK

AASLTFLY -

KVLPMVSITL
IRHGWEDVTK

WLDKWMLTRK -

LESFFFAVLH.
VSLLLGTIH

FLPIVVLIFK

KIAAIASLT
ALVYLPGVIA

AlYSISYPMR .

BLSYPMRRSY
LLGTIHALIF
WIDIKQFVWY

FLYTLLREVT -

VSITLLALVY
GVIAANQLH
GLLSFFFAVL
KLLNWAYQQV

EIYVSLGIVG

AVTSIPSVSD
VLLHLHQTAH

SLTFLYTILR. .

YLPGVIAAIV

AVLHAIYSLS

AVFLPIVVLI
KIRHGWEDVT
YLHKDTGETS
MLKRPVLLHL.

PVLLHLROTA

HLPIKIAAIL
TLLALVYLPG
DVWRMEIYVS

- {LALLAVTS

ALLAVTSIPS -

KLGIVSLLLG
LLLGTIHALI
HALIFAWNK
ALIFAWNKWI
VWUIFKSILF
CLRKKILKIR
LIRHGWED

KDTGETSMLK -

ELFPQWHLPI
YKIPILVINK
ILVINKVLEM

LVYLPGVIAA

IVGLAILALL

GLAILALLAY - -

IVVLIFKSIL
VLIFKSILFL

' ammoacldoe y la posicién final para cada

puntuacién
33
23

18
36



ES 2537074 T3

Tabla }XXI%:-Vi-HLA-AS- : Tabla X)XXIX-V2-HLA-AS © . Tabla XL-Vi-HLA-AZE-
" 10meros:STEAR-1 . * 10meros:STEAP-1 - 10meros; STEAP-1 -
~se especifica cada posicion inicial, la -

longitud del péptido es de 10

. aminodcidos, y la posicion final para

" cada péptido es la posicion inicial mas
i nueve. o

Cada péptido es una porcion de SECID

" N%3; se especifica cada posicion inicial, la -

longitud del péptido es de 10 aminoacidos, -

y la posicion final para cada péptidoesla -
posicion inicial mas nueve.

Cada péptido es una porcidn de SECID
N°:3; se especifica cada posicién inicial, la
longitud del péptido es de 10 aminoacidos,

" yla posicién final para cada péptidoes la -
posicion inicial mas nueve.

| S Pos 234567680 puntuacion
. Pos 1234567890 puntuacmn

37§ 3 - REFHYIQVNN 8. - Pos - 1234567890 - puntuacion
7T IAANASLYE . - 15 . 1 TWREFRYIQV- 7. . - "7 ITNQEELWKM - 24
) 39 TLLREVIHPL . 15_' - 2. WREFHYIQVN ._4 . - -DTGETSMLKR < _
.97  PLATSHQQYF- 1§ - i T o 122 CSITRLALWL S 23
12 LINKILPMY 15 7 _‘ Tabla XXXIX-VEHLAAS- © oA INGLARALL™ - 23~
180 LSYPMRRSYR 16 = =~ . - A0meros; ' 37 MLKRPVLLHL - 22 .
‘221 BLGIVGLAR. 15 c T STEAPA R { AlIASLTFLY - 22
252  YIQSKLGIVS . 1§~~~ Cadapéptidoes una porcién de SEC ID ’ 1658 GLLSFFFAVL 22
261 .. SLLLGTIHAL 15, ' N°5; se especifica cada posicion inicial, l2 205  VFLPIVWLIF 2%
‘316 T KILKIRHGWE - 18 '~ . longitud del péptido es de 10 aminoécidos, T 501 VUIFKSILFL - 22
43 _LLHLHQTAHA 14 y la posicion final para cada péptidoes la - M7 VLPMUSM_L A
B0 < VASLTFLYT =~ 44 Posicioninicial mas nueve. 138 INGLHNGTKY | 21
80 LLREVIHPLA 14 ' _ 210 ‘EHDVWRME)Y 2t
94 ' VIHRLATSHQ . 14 . Pos . 1234567890 puntuacion 221 SLGINGIAIL | 21
110 - PRLVINKVLP 14 25 ' CLTRFKGLNL 19 261 . SLLLGTIHAL - 21
113 _-VINKVLPMVS- 14 9. QIHKKSDVYP 17 - 88 TUREVIHPL ~ 20 -
120 MVSITLLALY. 14 - 20 SLWDPCLTRF 17 97  PLATSHOOYF 20
122 SITLLALVYL - 14 : " 5 _FHYIQIHKK = 15 o311 ILVINKVEPM - 20
134 VIMIVQLHN. - 44 - 10 JHKKSDVPE 14 - 146 KVLPMVSML . 20 -
" 147 YKKFPHWLDK 14~ 18 . ESLWDPCLTR. .13 - = 158 MLTRKQRGLL 20
152 HWLDKWMLTR 14 . 21 _LWDPCLTRFK" '_ 12 L 212 "~ DVWRMEIYVS 20
158 MLTRKQFGLL 14 ~ 7 U YIQUHKKSD 11 . 300 - WUFKSLF 20
186  RSYRYKLLNW 14 - 6. - DVPESLWOPC . 11- - ¢ - 93 -EVIHPLATSH - .18
182 ' LLNWAYQQVQ 14 : © & - EFHYIQIHK 10 160 FFFAVLHAKY 19
195 WAYQQVQONK- 14 28 RFKGLNLIOS- 10 173 VAHAIYSLSY 19
223 -GIVGLAILAL 14 . 8 lQIIHKKSDV 9 : 179 SLSYPMRRSY 19
266: TIHALIFAWN. 14 S e e 299 IWLIFKSL .19 .
292 MIAVFLPIW 14 o Tabla >00(!X—V4-A3- . 66 ELFPOWHLPI 18
45 HLHQTAHADE 13 ' *° 10meros:STEAP-1 ' 112 LVINKVLPMV 18
) ELQHTQELFP 13 . : Cada péptido es una porcionde SECID - 263 LLGTIHALIF 18
‘96 HPLATSHQQY 13 N°:9; se especifica cada posicion inicial, la 79 D]K-QFVWY]’P 13‘
C o9 ATSHQQYFYK 13 - -~ longitud del péptido es de 10 aminoécidos, 283 FVNYTPPTFM - 18
- 15’2 YEMRRSYRYK 13 . y la posicion final para cada péptidoes la 235 YTPPTFMIAV 18'
~ 189 QVOQNKEDAW 13 posicién inicial mas nueve. 326 OVIKINKTEL 18
232 _LLAVTSIPSV . 13- . . B4 LTRYTURE 7
258 . GNSLLLETI 3 . Pos . 1234567890 puntuaclcn 133 ~GVIAAIVQLH 17
279 . DIKQFVWYTP 13 7 LLSLFFAVLH z . 141  LHNGTKYKKF 17
329 - KINKTEICSQ 13- "6 GLLSLFFAVL 19 144 GTKYKKFPHW 17
-8 TNQEELWIKMK - 12 3 KQFGLLSLFF - - 12 - 155 -DKWMLTRKQF = 17
_ 75 IKIAABASL 12 .8 . SLFFAVLHAI 12 160 TRKQFGLLSF 7
92 - REV%HFLA_TS - 12 .2 RKQFGLLSLF - 11 _ 176 AIYSLSYPMR 17
108 - KIPILVINKY. 12 10 LFFAVIHAY 11 - 207 AWIEHDVWRM 17
126 LLALVYLPGV 12 : o |- 243 DSLTWREFHY - 17
139 VOLHNGTKYK 12 . . Tabla XLVI-HLAAZG- - 265 GTHALFAW 17
219 " YVSLGIVGLA 12 - 10meros:STEAP-1 282 QFRYWYTPPTF 17
237 o 'S{PSVSQSLT _12 ~ . Cada péptido es una porcion de SEC ID S 294 AVFLPIVVLY 17 -
240 _SVSDSLTWRE 12 N%3; se especifica cada posicién inicial, la 302 LIFKSILFLP 17
247 . WREFHYIQSK 12 _ longitud del péptido es de 10 aminoacidos, © 309 FLPCLRKKIL 17
283 FYWYTPPTRM 12 ~ ylaposicién final para cada péptidoesla . 6 DITNCGEELWK 16
295 . VFLPIWWVLIF 12. . posicidn inicial mas nueve. 12 ELWKMKPRRN 16
305 KSIWFLPCLR 12 VR PIKIAABAS. 16
. ' Pos 1234567890  puntuacién 75 IKIAANIASL 16
Tablo XXXIX-V2-HLA-AS- 277 WIDIKQFVWY . 26 80 MASLTRYT 16
10mers: STEAP-1 o 34 ETSMLKRPVL n ' 108 KIPILVINKV - - 16
Cada péptido es una porcién de SEC ID 223  GIVGLALAL 25 - 217 EiYVELGIVG 16

N5,

130



© Tabla XL-V1-HLA-AZ6- -

Cadé peptld-o-ee-una porcion deSECID -
Iongltud del péptido es de 10 ammoacldos,
y la posicion final para cada péptido es la

posicion inicial més nueve.

Pos

274

287
289

39
21
LI
120
125

128
148
153

161,
172.

218
232
235
‘953
58

266 .
298

307

54 R

60
78

s
89 .-
19

123

1R
162

18"

213
219

il

236

287
241
293

2
78
8t
82

10meros:STEAP-T

" 1234567800 puntuacion .
WNKWIDIKGF
TPPTFMIAVF -

PTFMIAVFLP
KINKTEICSQ
“NLEEDDYLHK-
YTLEREVIHP.
MVSITLLALYV

LVYLPGVIAA
KFPHWLDKWIU

WLDKWMLTRK

- RKQFGLLSFF
- AVLHAIYSLS
- IVVELGIVGL
LLAVTSIPEY
VTSIPSVSDS
IQSKLGIVSL
GvsLuen
TIHALIFAWN
PIVVLIFKS] -

ILFLPCLRKK: -

EFDCPSELQH

‘ELQHTQELFP
AAIIASLYFL

VIHPLATSHQ

. ATSHOQYEYK

ITLLALWYLP
PGVIAAIVAL
KQFGLLSFFF

QEKLGIVSLL
HTQELFPQWH
_LFPQWHLPIK

QAYFYKIPIL

SFEFAVLHAI
- FAVLHAIYSL

MRRSYRYKLL

AVTSIPSVSD
TSIPSVSDSL

SIPSVSDSLT

VSDSLTWREF

JAVFLPIVVL
FLPIVVLIFK -
FKSILFLPCL
CLRKKILKIR
* KIAABASLT
MASLTFLYTL
ASLTFLYTLL

HPLATSHQQY

LLALVYLPGY

PMVSITLLAL

KLENWAYOQV

VWRMEIYVEL

YVSLGIVGLA
 GLALALLAV
O

L

6

16

16 °
- 15
5

15

15
15
15
15
15
15

ES 2537074 T3

Tabla XL-V1-HLA-A26-
" - 10meros:STEAP-] -
Cadé péptid-o-ea-una porcibn de SECID

N°:3; se especifica cada posicion inicial, la

longitud del péptido es de 10 aminoacidos,
y la posicion final para cada péptido es la
posicién inicial mas nueve.

" Pog
13

121~

124

130
134

188

189
240
244 ..
248
4y
256
210
303

Tabla XL:V2-HLA-A26-

- 1234567800 puntuaclon e
. VINKVLPMVS - -

VSITWLALVY

| TLLALVYLPG
“YLPGVIAAIV
12

VIAAIVGLHN
SYPMRRSYRY
YRYKLLNWAY

"CVQONKEDAW

SVSDSLTWRE.
SLTWREFHY1
REFHYIQSKL

EFHYIOSKLG
KLGIVSLILG: .
LIFAWNKWID

“IFKSILFLPC -

12
12

12

12

Sreny
127
12

.12
2

12

12
12

12

12

- W0meros:STEAP-1
Cada peptldo s una porcion de SECID

) .Iongltud del péptido es de 10 amlnoacldos

y la posicion final para cada péptido es la '

Pos . 1234567890  puntuacion
- 4. ~EFHYIQUNNE - 17 e
1 'T_'WREFHYIQ‘J‘ 7

posicion inicial mas nueve.

Tabla XL-V3-HLA-AZS--

10meros:STEAP-1

+ -Cada péptido es una porcién de SEC ID
N°:T; se especifica cada posicion inicial, la

longitud del péptido es de 10 aminoécidos,

“1234567880  puntuacion -
SLWDPCLTRF 24
. DVPESLWDPC 19
OPCLTRFKGL: 19
EFHYIQIHK - 47
CLTRFKGLNL 7
LTRFKGLNLI 4
- RFKGLNLYQS 14
- QIHKKSDVP 12
IHKKSDVFE 12
YIQUHKKSD 11
-HKKSDVPESL 11
. Tabla XL-V4-A26-
- 10meros:STEAP-{.

ReBeNRR-NanT

- yla posicion final para cada péptidoes la
posicion inicial més nueve.

Cada péptido es una porcion de SEC ID
'N%9; se especifica cada posicion inicial, la
_ longitud del péptido es de

131

- 287

10 aminodcidos, y la posicion final para .
-cada péptido es la posicion inicial mas

NUeve.

Pos 1234567880  puntuacién
6 -GLLSLFFAVL 22
10 LFFAVLHAY 19
-1 TREQFSLLSL - 15
2 RKQFGLSLF . 15 .
8 SLFFAVLHA} 15
3  KQFGLLSIFF 14
‘4 OFGLLSLFFA 10
© Tabla XLIV1-HLA-BOT02-
10meros:STEAP-1 '

- -Cadﬁ péptido es una porcion de SEC ID
" N°3; se especifica cada posicion inicial, la
. lengitud del péptido es de 10 aminoacidos,

y la posicion final para cada péptido es la

. Pes

109
118
160

40
hod
3
88
253
223
238
76
23
255

g

35
57
75
81
82
119
165
183
218
224
301
304
4
20
37

52

118
12
131
132

. 184

21
13
19
58

. PPTFMIAVFL

1234567880

IPILVINKVI:
LPMVSITLLA
FPHWLDKWML
TPPTFMIAVF

RPVLLHLHGT -

LPIKIAAIIA

ETSMLKRPVL .

 FPQWHLFIK)
IQSKLGIVSL -
GIVGLAILAL
IPSVSDSLTW
AAHASLTFL
VWRMEIYVSL -
 SKLGIVSLLL
IAVFLPIVVL.
KPRRNLEEDD

" TSMLKRPVLL,

CPSELQHTRE
IKIAAJASL
IASLTFLYTL -
ASLTFLYRLL
PMVSITLLAL
GLLSFFFAVL

PMRRSYRYKL
IYVSLGIVGL.

_ VGLAILALL
VLIFKSILFL

FKSILFLPCL

RKDITNQEEL
HKDTGETSML
MLKRPVLLHL
ADEFDCPSEL
KVLPMVSITL
“SITLLALVYL
LPGVIAAIVO
PGVIAAIVOL
MRRSYRYKLL
SLEIVGLAIL
LWKMKPRRNL
RRNLEEDDYL
PSELQHTGEL

posicion inicial mas nueve.

-puntuacién

a3

- 22



Tabla XLI-V1-HLA-BO702-
10meros:STEAP-1 '

Cada péptido es una porcién de SEC ID
N°:3; se especifica cada posicién inicial, la
longitud del péptido es de 10
aminoacidos, y la posicién final para cada
péptido es la posicion inicial mas nueve.

Pos 1234567690
66 ELFPOWHLPI- - 11

80 JASLTFLYT 1

89  TLLREVIHPL = 11

9  HPLATSHQQY = 11

103 QQYFYKIPI : - 11

1 LVINkveem. - 11
1177 VLPMVSITLL - 11

145 TKYKKFPHWL 11

158 MLTRKQFGLL- 11
182 YPMRRSYRYK. - 11

220  VSLGIVGLAI kX
236, TSIPSVSDSL ~ 11 .
248 REFHYIOSKL - 11

254  QSKLGIVSLL 11
261 SLLLGTHAL. - 11 -
290 TFMIAVFLPL 11
294 AVFLPVVLE - 11

209 BMAVLIFKSIL. - 11

30 INKTEICSQL L

Tabla XLI~V2 HLA-BO702-
.. 10meros:STEAP-1
Cada péptido es una porcién de SEC ID
I°:5; se especifica cada posicion inicial, la
ongitud del péptido es de 10 aminoacidos,
'la posicién final para cada péptidoes la
posicion inicial mas nueve.

Pos 1234567880  puntuacién
1 TWREFHVIGV -~ 8
& EFHYIQUNNI. 8
3 REFHYIQVNN - 3

__Tabla XLEV3-HLA-BO702-
A0meros:STEAP-1
Cada pépiido &5 una poreién de SECID N%T7; se
especifica cada posicién inicial, la longitud del
péptido es de 10 aminoacidos, y la posicién final
para cada péptido es la posicidn inicial mas
nueve.

Pos 1234567890 puntuacion
17 VPESLWDPCL 24
23 DPCLYRFKGL 21
25 CLTRFKGLNL 12
12 - HKKSDVPESL: - 10

Table XLI-V4-HLA-BO702- -
10meros:STEAP-1
ada péptido es una porcién de SEC ID
“:9; se especifica cada posicion inicial, la
wngitud del péptido es de 10 aminoacidos,
la posicion final para cada péptido es

puntuaclon

Fos . 123456789

Pos. - 1234567830

Pos 1234567880
Pos 1234567880

- Pos 1234567890

ES 2537074 T3

Tabla XLi-V4-HLA-BO702-
- 10meros:STEAR-{

" la poslclon inicial mas nueve.

Pos 1234567890 puntuacion

6 GLLSLFFAVL 13
1  TRKQFGLLSL 12
"3 KOFGLLSLFF - . 12
8 LSLFFAVIHA 8 .
4 QFGLLSLFFA = 8
§ FGLISLFFAV 8
2 RKOFGUSLF 7

9 GLFFAVLHAL. . 7

Tabla XLUVI-HLABOE .
10meros:STEAP-1.
Pos - 1234567890 puntuacion

No se encuentran resultados.

' Tabla, Xe-V2-HLA-B08- 10meros:

" STEAP

puntuaclcn
No se encuentran resultados

- TablaXLI-V3- HLA-_BOB-
- 10meros:STEAP-1 -
-puntuacion

- No se encuentran resultados.

Tabla XLN-V4-HLA-BOG-
10merqs:STEAP-_1:
Pos - 1234567880 puntuacion
No se encuentran resultados

Tabla XL(N-V1-HLA-B1510-

v o= 10meros:STEAP-1

Pos - -1234567890 - - puntuacion
" No se encuentran resulta_d_os.

Tabla XLII-V2-HLA-B1610-- -
. -10meros:
BTEAP-1
Pos 123456788  puntuacion

" No se encuentran resultados.

Tabla: XLl V3-HLA-B1510-
_ 10meros:STEAP-1
Pos ~ 1234567890 - Ppuntuacion

No se encuentran resultados.

Tabla Xtill-V4-HLA-B1510-

10meros:STEAP-1
puntuacién
" Nose encugntran resultados.

Tabla XLIV-V4-HLA-B2706-
10meros:STEAP-1

puntuacién
No se encuentran resultados.
- Tabla XLIV-V2-HLA-B2705-
10meros:STEAP-1

puntuacién
No se encuentran resultados.

132

 Pus 1234567850 .

- Pos 1234567890

| Pos 1234567880

© Pos 1234567840

Tabla XLV-V3-HLA:B2706-
10meros: STEAP-1
Pes 1234567850 puntuacion

. No se encuentran resultados.
- Tabla XLIV-V4-HLA-B2705-
. 10meros:STEAP-1

puntuacién .
No se encuentran resultados. -

Tabla: XLV-V4-HLA-B2700-

0mers:STEAP-Y - ™ °7°
puntuacion
" "No se encuentran resultados

Tabla XLV-V2-HLA-B2709-
10meros:STEAP-1

' Pos 1234567880 puntuacion

No se encuentran resultados

Tabla XLV- V3-HLA-32709-
' 10meros:STEAP-1

_ puntuacién
No se encuentran resultados.
Tabla 3 v.va-HLA-B2708-
© 10meros:STEAP-1. -
puntuacién
No se encuentran resultados.

Tabla XLVRVT-HLA:
B4402.STEAP-1

Cada péptido es una porcion de SEC 1D

" N%3; se especifica cada posicién inicial, la "

longitud del péptido es de 10
aminoacidos, y la posicion final para cada

. péptido es la posicion inicial mas nueve.

"~ Pog - 1234567890 puntuaclon -

59 SELQHTQELF 23

248 REFHYIOSKL 23

209 IEHOVWRMEI 20
281  SLLLGTIHAL ~ 19
79 AIRSLTFLY 18
148 KKFPHWLDKW 18
765  GTIHALIFAW 18
T WHLPIKIAAL 17
78 AAMASLTFL = 17
108 PILVINKL 17
116 KVLPMVSITL 17
121 VSTLALY 17
129 VYLPGVIAAL 17
23 .GIVGLAILAL 17
204 AVRLPIVVLE 17
301 VUFKSILFL 17
315  KKILKIRHGW 17
§ KDITNGEELW 16
23 EEDDYLHKDT 16
68 ELFPQWHLPI 16
L 75 IKIAANASL - 18
82 ASLTFLYTLL = 16
80 TLLREVIHPL 16



Tabla XLVIVA-HLA- -
© BA44DZSTEAPA -

Cada p.éptido es una porcién de SEC ID
N°:3; se especifica cada posicion inicial, la

longitud del péptido es de 10 aminoacidos,
y la posicion final para cada péptidoesla

posicion inicial mas nueve.

Pos 1234567890 puntuacién

236 TSIPSVSDSL 16
269  ALIFAWNKWI 16
274 WNKWIDIKQF = 16
276 KWIDIKQFVW. "~ 18
267 . TPFTFMIAVF. 18
285" VELPWLIF - 16
308 LFLPCLRKKI - 16
324 WEDVTKINKT 16
1° MESRKDITNG .~ 15
34 - ETSMLKRPVL. 15
35 - TSMLKRPVLL 15
17 VIPMVSITLL - 15
132 PGVIAAIVGL 15
188 SFFFAVLHA! 15
263 ° IQSKLGIWSL . 15

255  SKLGIVSLLL 15 -

293 JAVFLPIVVL 15
31 PCLRKKEK) © 1§
22 LEEDDYLHKD = 4
52 ADEFDCPSEL - 14 -
' 5% DEFDCPSELQ- 14
81 IASLTFLYTL . 14
119 - PMVSITLLAL 14
12 SIWLAWL - 14
141  LHNGTKYKKF - - 14
155 . DKWMLTRKQF = 14
162 KOFGLISFFF 14
171  FAVLHAYSL - 14
178 SLSYPMRRSY: 14
216 MENVSLGNV - 14
218 IYVSLGIVGL - 14
10 QEELWKMKPR 13
14 - EELWKMKPRR 13
29 HKDTGETSME_ 13

ES 2537074 T3

Tabla XLVIV-HLA-
B4402:5TEAP-1

Cada péptide es una porcién de SEC ID
N°:3; se especifica cada posicidn inicial, la
longitud del péptido es de 10 aminoacidos,

-y la posicién final para cada péptido es la

posicién inicial mas nueve.

Paos’ 1234567890 puntuacion
309 FLPCLRKKIL - 13

13 - LWKMKPRRNL 12

46  LHQTAHADEF 12

58 PSELQHTQEL - 12

- 62 QHTGELFPQW 12

77 \BANIASLTE 12
92 REVIHPLATS - - 12
96 ' HPLATSHQQY 12
138 IVOLHNGTKY 12
145 - TKYKKFPHWL 12
457 WMLTRKQFGL .12
160  TRKQFGLLSF . 12
169 - FFFAVLHAIY 12
18t -SYPMRRSYRY 12
188 YRYKLLNWAY 12
199  QVOONKEDAW 12 -
22t SLGWGLAIL 12
‘41 . VSDSLTWREF. 12
243 DSLIWREFHY 12
282 - QFVWYTPPTF . 12
288 PPTFMIAVFL 12
304 FKSEFLPCL 12
-330 - INKTEICSQL 12
4 - RKDITNQEEL  #4
18 - PRRNLEEDDY 14

.19 .RRNLEEDDYL 11 -
T 33 GETSMLKRPY M

"84 TGELFPOWHL 11
68 FPQWHLPKE 11
8  FLYTLLREVI 14
07 -PLATSHOQYF - 11

7126 LALWLPGVE - 1
- 144 GTKYKKFPHW . 11
_ 181 RKGQFCGLLSFF 11

Tabla XLVIV3-HLAB4402-
10meros STEAP-1 -

-Cada péptido es una porcion de SEC ID
- N°T; se especifica cada posicidn inicial, la

longitud del péptido es de 10 aminoacidos, -
y la posicién final para cada péptidoes la

_posicion inicial mas nueve.

Pos 12M567890 puntuamon
14 :

13 KKSDVPESLW

18  PESLWDRCLT 14 -
23 DPCLIRFKGL ~ 4
-3 REFHYIQIR 13~

- 20 SLWOPCLYRF ~ 13

25 -CLTRFKGLNL - 12 ~
2 WREFHYKNL 11
12 HKKSDVPESL 1t
.26 LTRFKGLNLI- 44
't TWREFHYKI 10

17 VPESLWOPCL 10

4 EFHYIQIHK 6
6  HYIQUHKRS 6

21 LWDPCLTRFK 6

._ Tabla )G.VI'-V4-B44b?-
-~ . 10meros:STEAP-1

‘Cada péptido es una porcion de SEC ID
-N°:9; se especifica cada posicidn inicial, la -

longitud del péptido es de 10
aminoacidos, y la posicion final para cada
péptido es la posicién inicial mas nueve.

Pos 1234567890 puntuacién
3  KQFGLLISLFF 15

- & SLFFAVLHAL . 16 .
6 GLLSLFFAWL 13
1 TRKQFGLLSL 12
2 PRKOFGLLSIF 12

0 LFFAVLHAIY ©= 12

& FGLLSIFFAV - §

7 LESLFFAVIH ~ §

—la

Tabla xq vikv1-HLA-B5101-

37 MLKRPVILHL . 13
85 QELFPOWHLP 13
103 - QQYFYKIPIL 13
105 YRYKIPLVI 13
158 MLTRKQFGLL 13
185 - GLLSFFFAVL 13
183 PMRRSYRYKL 13
184 MRRSYRYKLL 13
18 RSYRYKLLNW 13
24 KEDAWIEHDV. 13
205 “EDAWIEHDVW 13
210 EHDVWRMENY 13
220 VSLGIVGLAL 13
224 WGLALALL - 13
238 IPSVSDSLTW 13
254 QSKLGIVELL 13
263 LLGTHALF 13
268 'HALIFAWNKW 13
277 WIDIKQFVWY 13
300 WUFKSILF 13

173 VLHAIVSLSY 11

213 VWRMEIYVSL - 11

244 SLTWREFHY). 11
262  LLEGTIHALL 1t
- 990 - TFMIAVFLPi H

T 298 PIVVLIFKS] M

209 IWUFKSL 1

Tabla XLVIV2-HLA-B4402-
10meros:STEAP-1

‘Cada péptido es una porcién de SEC ID

. N°5; se especifica cada posicion inicial, la

longitud del péptido es de 10 aminoacidos,
y la posicion final para cada péptidoes la
posicion inicial mas nueve.

Pos TL3A001 64U puntuacion
3. REFHYIQUNN 13
-4 EFHYIOVNNI 12

133

. 10meros;STEAP-1
Pos 1234567880 puntuacion

No se encuentran resultados.

Tabla XLVIWVZ-HLA-B5101-
 10meros;STEAP-1.
Pgs 234567880 .- puntuacion

No se encuentran resultados.

Tabla XLVI-V3-HLA-B510%-
10meros:STEAP-1 -
Pos 1234567830 puntuacién

No se encuentran resultados

Tabla XLVil-V4-HLA-B5101-
10meros:STEAP-1.

Pos 1234567890 _puntuacioh

No se encuentran resultados.

Tabla XLVIT-V1-HLA-DRBI0101-



Cada péptido es una porcion de SEC 1D N%:3;

15meros:STEAP-1

se especifica cada posicion inicial, la

longitud del péptido es de 15 amino&cidos,

y la posicion final para cada péptidoes la

. Pos.

168

15
2%
eI

128

‘216 -
261
106
114 -
229" -
.70
164
213"
224

103
120

357

218

221
257

29%
324
123
221

2585.

280

“ong -
n .
B

84
88

102

115

258
282

293
297
10
41
75
17
210
247
281

I
g2

108

160
218
23

N
30

123456780012345 puntuacwn
SFFFAVLHAIYSLSY . 34
LLALVYLPGVIAAY 33
GLAILALLAVTSIPS 32
ILVINKVLPMVSITL
CLWILPGVIAAIVOLH - 30
MEIYVSLGIVGLAIL -
SLLLGTIHALIFAWN -~ 30
FYKIPILVINKVLPM . 28
INKVLPMVSITLLAL 28
ILALLAVTSIPSVSD 28
QWHLPIKIAAIASL
RKGFGLLSFEFAVLH. 27
VWRMEIYVSLGIVOL 27
(IVGLAILALLAVTSE 27
DDYLHKDTGETSMLK 26
QQYFYKIPR.VINKY 26 -
MVSITLLALVYLPGV 25
WIILTRKQFGLLSFFF . 26
CYVSLGIVGLAILALL 28
LAILALLAVTSIPSV 26
LGIVSLLLGTIHALL 26
CFLPIVVLIFKSILFL 26
WEDVTKINKTEICSQ 26
TLLALVYLPGVIAA 25
. ‘SLGIVGLAILALLAV 25
KLGIVSLLEGTIHAL 25
" IKQFVAWYTRRTFMIA 25
PVVLIFKSILFLPC 25
ILFLPCLRKKILKIR = 25
WHLPIKIAANASLY 24
IASLTFLYTLLREVE 24
LTFLYTLLREVIHPL . 24
YTLLREVIHPLATSH . 24
HQQYFYKIPILVINK - 24
" NKVLPMVSITLLALY . 24
“FHYIQSKLGIVSLLL - 24
'GIVSLLLGTIHALIF 24
QFVWYTPPTFMIAVF 24
YTPPTFMIAVFLRY 24
IAVFLPIVWLIFKS] 24
LPIVVLIFKSILFLP ~ 24
QEELWKMKPRRNLEE 23
. PVLLHLHQTAHADEF 23
IKIAAIIASLTFLYT 23
VLPMVSITLLALVYL 23
EHDVWRMEIYVSLGI 23
 WREFHY!QSKLGIVS 23
KGQFVWYTPPTFMIAY . 23
TQELFPQWHLPIKIA 22
PIKIAAIIASLTFLY 22
'REVIHPLATSHQQYF = 22
KIPILVINKVLPMVS. 22
TRKQFGLLSFFFAVL 22
IYVSLGIVGLAILAL - 22
‘GIVGLAILALLAVTS 22

_t

244
253
306

Tabla XLvHiVi-HLA-DRE101N-

ES 2537074 T3

15meros:STEAP-1

posicion inicial mas catorce.

"Pos
.- 288
- 280
.t 56-;;!,
-y
232
. 088
T2

85

109

171
185

s

rss

83

118

136

147
166

181
248

251
% -
302

126
127
153

185

205
242

67

21

. 300 .

. 123456789012345  puntuacion
22

PTFMIAVFLPIVVLI

TFMIAVFLPIVVLIF - -
EELWKMKPRRNLEED

DCPSELQHTQELFRQ:
HDVWRMEIYVSLGIV
LLAVTSIPSYSDSLT
PPTFMIAVFLPIWL -

HLPIKIAAIASLTF - -
- TELYTLLREVIHPLA -

- IPIVINKVLPMVSI
FAVLHAIYSLSYPMR

RRSYRYKLLNWAYQQ -

- SYRYKLLNWAYQQVQ
SLTWREFHYIQSKLG
“IQSKLGIVSLLLGT] -

. SIFLPGLRKKILKI.
KKILKIRHGWEDVTK
FRQWHLPIKIAAJIA
SLTFLYTLLREVIHP °
LPMVSITLLALVYLP .

 AAIVALENGTKYKKF

YKKFPHWLDKWIMLTR
LLSFFFAVLHAIYSL

- SYPMARSYRYKLLNW
REFHYIQSKLGIVEL

FYWYTPPTFMIAVFL
" LFKSAFLPCLRKK
LALVYLPGVIAAIVQ.
ALVYLPGVIAAIVOL
WLOKWMLTRKQFGLL
DKWMLTRKQFGLLSF.

“EDAWIEHDVWRMER
‘SDSLTWREFHY!QSK -
249 “EFHYNQSKLGIVSLL

IHALIFAWNKWIDIK
~ ALIFAWNKWIDIKGF
FMIAVFLPIVVLIFK
WLIFKSILFLPGLR

7 . ITNQEELWKMKPRRN

2
35
3
40
67

o1 .
12

135
156
164

175
179
" 184 NWAYQQVQQNKEDAW
- M7

TGETSMLKRPVLLHL

TSMLKRPVLLHLHAQT

KRPVLLHLHQTAHAD -
-RPVELHLHQTAHADE

LFPQWHLPIKIAAI
LREVIHPLATSHOQY

IAAIVQLHNGTKYKK

KWMLTRKQFGLLSFF

FGLLSFFFAVLHAIY
HAIYSLSYPMRRSYR
SLSYPMRRSYRYKLL

. EIVVSLGIVGLAILA

134

HYIGSI GIVSLLLG

" LVINKVLPMVSITLL

Cada peptldo s una porcion de SEC ID N‘; '3y

longitud del péptido es de 15 amlnoamdos
y la posicion final para cada péptido es la

a:aaaaaaaasaaaaasaaﬁaaaaas@sssgags_ﬁ

17

17
17

47

17

254

[ A P A s

Tabla XLVIVI-HLA-DRBI0101-

“15meros:STEAP-1

posicion inicial mas catorce.

" Pos

22

239
259

- 2m

292
284

- 299

301
304
4
2%
31
44
58
78
87

107
110

©1M9
Sz

143
148
163

167,

170
174
189
192

‘220

%0
260

=

272
274
278

- 34

321

. Cada peptldo es una porcién de SEC ID N%3; -

' longitud del péptido es de 15 amlnoacldos
y la posicion final para cada péptido es la

123456780012345  puntuacién

LGIVGLAILALLAVT
PSVEDSLTWREFHY!
QSKEGIVSLLLGTIH
IVSLLLGTIHALIFA

WIDIKQEVWYTPPTE

MIAVELPIVLIFKS
AVFLPIVVLIFKSIL
IVVLIFKSI:FLPGL
VLIFKSILFLPCLRK

THSILFLPCLRKKIL -

RKDITNQEELWKMKP.
EDDYLHKDTGETSML

DTGETSMLKRPVLLH
LHLHOTAHADEFDCP

PSELQHTQELFPQWH
AATIASLTFLYTLER
LYTLLREVIHPLATS

IHPLATSHQQYFYII .

YKIFILVINKVLPMY -
PILVINKVLPMVSIT
PMVSITLLALVYLPG
SITLLALVYLPGVIA -

NGTKYKKFPHWLDKW

KKFPHWLDKWMLTRK
LQFGLLSFFFAVLHAL

LSFFFAVLHAIYSLS.. _

FFAVLHAIVSLSYPM
LHAIYSLSYPMRRSY
RYKLLNWAYQQVOON
LLNWAYQQVQQNKED
- RMEIYVSIGIVGLA}
VSLGIVGLARALLA
LALLAVTSIPSVEDS
VSLLLGTIHALIFAW
CGTIHALIFAWNKWI

FAWNKWIDIKQFVWY -
" WNKWIDIKQFVWYTP
IDIKQFVWYTPPTFM

RKKILIIRHGWEDVT
RHGWEDVTKINKTE!

Rid

16

1%

1

1%
18. .
1%
16
16
16
6
16
16
16

- 16

16
1%
16
16
16

Tabla XLVII-V2-HLA-DRE{0101- -

15meros:STEAP-1

~ Cada péptido es una porcion de SEC ID N°:5;

se especifica cada posicién inicial, la

". longitud del péptido es de 15 aminoéacidos, y

la posicion final para cada péptidoes la

" Pos.
4.
. 2..

- 123456789012345
SUTWREFHYIQVNNI
SDSLTWREFHYIGUN

puntuacién

i}
'1__8

Tabla XLVI-V3-HLA-DRB{OAOT- .



© 1bmeros:STEAP-1

Cada péptido es una porcion de SEC ID N*T;
se especifica cada posicion inicizl, la
longitud del péptido es de 15 aminoacidos,y
lz posicién final para cada péptido es la
[Posicién inicial més catorce.

Pos  123456768012345 puntuacion
9 ' EFHYIQUHKKSDVP 26
26 DPGLTRFKGLNLIQS = 25
12 YIQUHKKSDVPESL ™ 22
“4 . SLTWREFHYIQIHK: 20 -
2 SDSLTWREFHYIQ 18
10 FHYIQUIHKKSDVPE 18 -
23 . PESLWOPRCLTRFKGL 17
24" ESLWDPCLTRFKGLN 17

7 WREFHYIQIHKKED 16
20" SDVPESLWOPCLTRF 16
18 -IIHKKSDYPESLWDP, 15
26 LWOPCLTRFKGLNLY ~ 12

 Tabla XLVIB-V4-HLA:DRE10107-
. 16meros:BTEAP-1  ~
Cada péptido es una porcion de SEC ID N*9; ~ -
se especifica cada posicién inicial, la
longitud del péptido es de 15 aminoacidos,y
la posicion final para cada péptidoes la
" posicion inicial mas catorce.

Pos = 123456783012345 puntuacion
14~ SLFFAVLHAIYSLSY 34
RKQFGLLSLFFAVLIH . 27
- WMLTRKQFGLLSLFF. 26
8  QFGLLSLFFAVLHAI 24
.6 TRKQFGLLSLFFAVL 22
1
2

G =g

DKWMLTRKQFGLLSL 18
- KWMLTRKQFGLLSLF 17
10 FOLLSLFFAVLHAY 17
12 LLSLFFAVLHAIYSL 17
13 . LSLFFAVLHAIYSLS 16

Tabla XLIX-V4-HLA-DRB103N-
~ . 15mers:STEAP-1
Cada péptido es una porcion de SEC ID N*:3; —
se especifica cada posicion inicial, la
longitud del péptido es de 15 amino&cidos, y
la posicion final para cada péptido es la
posicién inicial mas catorce.

Pos

_ 123456783012345 puntuaclon
186

DKWMLTRKQFGLLSF-
181 . SYPMRRSYRYKLLNW
297 - LPIWUFKSILFLP
95 IHPLATSHQQYFYKH
177 IYSLSYPMRRSYRYK
307 ILFLPCLRKKILKIR
19 RRNLEEDDYLHKDTG
117, VEPMVSITLLALVYL
163 QFGLLSFFFAVLHAI
259  IVSLLLGTIHALIFA
208 PIVWLIFKSILFLPG
77 BAIASLTFLYTLL
114" INKVLPMVSITLLAL

§§3§E§32§§§§£

. 206"

s
.. .780.

374

=71

26
232

ES 2537074 T3

Tabla XL1%-V1-HLA-DRB10301-
© " 15meros:STEAP-1

Cada péptido es una porcién de SEC ID N*:3;
se especifica cada posicién inicizl, la

Tabla XLIX-V1-HLA-DRB10304-
15meros:STEAP-1
Cada péptido es una porcion de SEC 1D N*:3;
se especifica cada posicion inicial, la
1 del péptido es de 15 aminocidos, y

lengitud del péptido es de 16 amino&cidos, y
la posicion final para cada péptidoes la
posicion inicial mas catorce.

Pos  123456789012345 puntuaclon
195 NKYLPMVSITLLALY 21

_ 1200 MVSITLLALVYLRGY - 21
224 TSLGIVGLALALLAY A
222 ' LGIVGLAILALLAVT 21
209 - IVVLIFKSHFLPCL 24

25  DDYLHKDTGETSMLK 20 -
35 TSMLKRPVLLHLHQT 20
87 LYTLLREVIHPLATS - 20
108 KIPILVINKVLPMVS 20
136 AAIVOLENGTKYRKF 20
156 KWMLTRKQFGLLSFF 20 -
DAWEEHDVWRMEYV 20
219 YVSLGNGLAILALL 20
203. - IAVFLPIVVLIFKSI - 20
4, RKDITNQE_ELWKMKP 19

13  LWKMKPRRNLEEDDY 18 - .
- 40 RPVLLHLHQTAHADE : 18-

L{hd
%1
a5
06

FAVLEAIYSLSYPMR 19 -
SLLLGTIHALIFAWN 19
NKWIDIKQFVWYTPP 19
SILFLPCLRKKILKI © 19

- 11 EELWKMKPRRNLEED 18

80~ AHADEFDCPSELOMT 18
167 . LSFFFAVLHAIYSLS 18
107 YOQVQONKEDAWIEEH 18
57.. CRSELQHTQELFPQW 147 . .
58 PSELOHTQELFPOWH 17
84 - LTFLYTUREVIHPL 17
132 - PGVIAANQLHNGTK 17
135. IAAIVOLKNGTKYKK 17
138 IVQLFNGTKYKKFPH 17
190 YKLLNWAYQQUOQNK 17
IHALIFAWNKWIDIX 47
AWNKWIDIKGEVWYT - 17
—IKQFVWYTPPTFMIA 17
LKIRHGWEDVTKN 47
WEDVIKINKTEICSQ 17
16 MKPRRNLEEDDYLHK 16

37

~32  TOETSMLKRPVLLHL 16

52 ' ADEFDCPSELQHTQE 16
62~ QHTOELFPQWHLPIK 15
96 HFLATSHQQYFYKIP 18
107 YKIPILVINKVLPMV 16
186 RSYRYKLLNWAYQQV 16
VSDSLTWREFHYIQS 18
- HALIFAWNKWIDIKQ 16
34 ETSMLKRPVLLHLHQ 15

-39 KRPVLLHLHOQTAHAD 15

WLDKWMLTRKQFGLL 15
TWREFHYIQSKLGIV 15
2 ESRKDITNOEELWKM 14
' KKFPHWLDKWNLTRK 14
GLAILALLAVTSIPS 14
LLAVTSIPSVSDSLT 14

135

.. 235
© o2y

- Fos.

la posicion final para cada péptidoes la
posicién inicial mas catorce.

Pos.  123456789012345 puntuacion
260 - VSLLLGTHALIFAW . 14
304. . FKSLFLPCLRKKEL. 14

8t IASLTFLYTULREV? 13
88  YTLLREVIHPLATSH ~ 13-

109 IPILVINKVLPMVSI 13
198, LPMVSITUALWYLP 13
122 SITLLALVYLPGVIA 13
125" LLALVYLPGVIAAIV. 13
126 - LALVYLPGVIAAMQ 13
131 LPGVIAAVOLHNGT 13
. 149 KFPHWLDKWMLTRKQ 13

170
188

FFAVLHAIYSLSYPM . 13
RYKLLNWAYQQVQGN 13
VTSIPSVSDSLTWRE - 13
“SIPSVSDSLTWREFH ~ 13
QSKLGIVSLLLGTH 13 -
KLGIVSLLLGTIHAL 13
MIAVFLPIVVLIFKS 13

254
256
202

Tabla XLOX-V2-DRB1-0301-
-15meros:STEAP-1

Cada péptido es una porcion de SEC 1D N*:5;
se especifica cada posicion inicial, la

_longitud del péptido es de 15 amino&cidos, y

la posicion final para cada péptidoes la
posicién inicial més catorce.

Fos  123456789012345 Ppuntuacion
1 . VSDSLTWREFHYIQV. 16
2 ° SDSLTWREFHYIQUN 12

- Tabla XLIX-V3-
DRB1030115meros:STEAP-1
Cada péptido es una porcion de SEC 1D N*T;
se especifica cada posicion inicial, la
longitud del péptido es de 15 aminoacidos, y
lz posicion final para cada péptido es la
posicion inicial mas catorce.

28
15
23
1
10
2
2
12
13
19

Tabla YXLIX-V4-HLA-0301-
. 1Bmeros:STEAP-1

Cada bépiido es una porcion de SECID



ES 2537074 T3

Tabla- XLIX-Vd-HLA-0301-
" 15.meros:STEAP-1 -

N°:9; se especifica cada posicién inicial, la
longitud del péptido es de 15 aminoacidos,yla
poelclon final para cada péptido es la posicién

‘inicial mas catorce. N

Tabla [-V1-HLA-DR1-0M01-
15.meros:STEAP-1

Cada péptide es una porcion de SEC 1D N*:3;
se especifica cada posicion inicial, la
longitud del péptido s de 15 amino&cidos,y -
la posicién final para cada péptidoes la
posicién inicial méas catorce.

Tabla L-V1-HLA:DR1-0404-
15.meros:STEAP-1
Cada péptido es una porciﬁh de SEC ID N*:3;
se especifica cada posicion inicial, la
' longitud del péptido es de 15 amino&cidos, y
la posicion final para cada péptidoes |z
posicién inicial més catorce.

136

Pos  123456780012345 - puntuacion -

1 DKWMLTRKQFGLLSL 2r - Pos.  123456769012345. puntuaclon Pos | 1234567808012345 puntuaclon
8. CQFGLLSLFFAVLHAI 22 117 VMPMVSITLLALWL 20 - 249 EFHYIQSKLG{VSLL 16
-2 KWMLTRKQFGLLSLF .20 120 MVSITLLALVYLPGY: . 20 - -269 ﬁLlFAWNKW_IDIKQF 16 -
13 - “LSLFFAVLHAIYSLS - 18 123 FLLALVYLPGVIAA - - 20 C2T1 IFAWNKWIDIKQFVW -~ 16

107 FGLLSLFFAVEHAIY: 13 - 1256 LLALVYLPGVIAAIY 20 283 FYWYTPPTFMIAVFL .46 -

e : 128 LVYLPGVIAAIVALH - 20 293 - v IAVFLPIWLIFKSI 6 -
" Tabla L-V{-HLA-DR1-0401- 163 QFGLLSFFFAVLHAY 20 301 VLIFKSWFLFCLRK. 16
{5 meros-STEAP-1 170 FFAVLHAIYSLSYPM 20 - 455 DKWMLTRKQFGLLSF - 15
L e 171 FAVLHAIYSLSYPMR 20 4  RKDITNQEELWKMKP 14
Cadapépfids cs unaporsion de SESIDNS: 484 SYPMRRSYRYKLLNW 20 10 -QEELWKMKPRRNLEE 14
°¢ cepoctiica cata posicion Inicla', @ 213 VWRMEIYVSLGIVGL 20 35 TSMLKRPVLLHLHQT 14
longitud del péptido es de 15 aminoécidos,y - . . et .
Ia posicion fina pare cadi paptido oo 12 219 YVSLGIVGLAILALL 20 43 LLHLHQTAHADEFDG 14
posicion inicial mas catorce. 22 SLGNGLNLALLAV . 20 7 IANMSLTFLYTLL 14 .
_ o o . 222  LGIVGLALALLAVT 20 85  HPLATSHQOGYFYKE 14
Pos ~ 123456780012345. puntuacion 224 - - [VGLAILALLAVTSE 207 408 KIPILVINKVLPMVS. 14
84 - LTFLYTLLREVIHPL = 26 226" GLAILALLAVTSIPE 20 © 108 IPILVINKVLPMVSI 14
83_ YTELREVIHPLATSH 26 227 . LARALLAVISIPSY - 20 118 LPMV.SITLL_ALWLF---. 14 -

92 - REVIHPLATSHOCHF ] 932 WLAVISIPSVSDSLT - 20 122 . SITULALWYLRGVIA- 14
132 PGVIAAIVOLHNGTK 26 235" VISIPSVSDSLTWRE 20 126 - LALVYLPGVIAAIVA © 14
136 BANVOLHNGTKYKK 26 258 ~ KLGIVSLLLGTIHAL 20 131 LPGVIAAIVOLHNGT 14
190 YKLLNWAYQQVQQONK 26 260 - VSLLLGTHALIFAW 20 138 IVOLHNGTKYKKFPH 14
229 ILALLAVTSIPSVSD 26 264 LGTIHALIFAWNIWI 20 B TS 14
267 [HALIFAWNKWIDIK 26 288 PTFMIAVFLFIVAL 20 .14

103 QQYFYKIPILVINKY - 22 - 280 TFMIAVFLPIWLIF 20 14
144 GTKYKKFPHWLDKWM 22 294 -AVFLPIVLIFKSIL 20 14
161 RKOFGLLSFFFAVLH 22 . 296 FLPIVWLIFKSILFL 20 4
188 LLSFFFAVLBAIYSL 22~ - 287 _LPIVVLIFKSILFLP 20 14
167 LSFFFAVLHAIYSLS 22 298" PIWLIFKSILFLPC - 20 14
168 SFFFAVLHAIYSLSY 22 . 304 FKSIWFLPCLRKKIL 20 t4
187 - SYRYKULNWAYOQVQ 22 . 307 WFLPCLRKKILKIR 20 14
194 NWAYQOVOQQNKEDAW 22 314 RKKILKIRHGWEDYT 20 14
217 HDVWRME&YVSI:GIV 2 324 - WEDVTKINKTEICSQ 20 14
216 - MEIYVSLGIVGLAKL 2. 28 LHKDTGETSMLKRPV 18 . 14

244 SLTWREFHY&QSKLG 2 32 . TGETSMLKRPVLLHL 18 14 . -
247 WREFHYIQSKLGNS 22 37 MIXRPVLLHLHQTAH 18 14

274 - WNKWIDIKGFVWYTP . 22 - - -84 —EFDCPSELOHTQELF 18 - t4
282 CQFVWYTPPTFMIAVE 22 62 .-QHTQELFPQWHLFIK 18 t4
288 ° PPTFMIAVFLPIVVL 22 93 EVIHPLATSHQQYFY 18 14
308  SIFLPCLRKKILKG 22 107 YKIPILVINKVLPMY 18 14
321 RHGWEDVTKINKTEL 22 207 AWIEHDVWRMEIYVS 18 14
1% RRNLEEDDYLHKDTG 20 - 243 -DSLTWREFHYIGISKL 18 . .12
25 DDYLHKOTGETSMLK 20 263  IGSKLGIVSLLIGTI 18 12
33 KRPVLLHLHQOTAHAD- 20 -258  GIVELLLGTHHALIF 18 12
40 . RPVLEHLHQTAHADE 20 320 IRHGWEDVTKINKTE {8 12
41 PVLLHLHQTAHADEF 20 11 EELWKMKFRRNUEED 17 12
64 TOELFPQWHLPIKIA 20 24 EDDYLHKDTGETSML 17 12 -
72 HLPIKIAAASLTE - 20 65 QELFPQWHLPIKIAA 16 12
74 PIKIAAIIASLTFLY 20 68  FPQWHLPIKIAAIA 16 12
78 RAIASLTFLYTLLR 20 83  SLTFLYTLLREVHP 18 2
81 IASLTFLYTLLREWVI 20 B85 - TFLYTLLREVHPLA 16 12
87 LYTULREVIHPLATS 20 104 QYFYKIPLVINKVL 46 12
106 FYRIPILVINKVLPM 20 127 ALVYLPGVIAAIVGL 18 12
11 LVINKVLPMVEITL 20 C 147 - YKKFPRWLDKWMLTR 18 12
114 INKVLPMVSITLLAL 20 192 LANWAYQOVQONKED 18 12
115 NKVLPMVSITLLALY - 20 205 -EDAWIEHOVWRMEIY 168 i2
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Tabla L-v1-HLA-DR1-3401- ' 15.meros:STEAP-1 o Tabla LI—V1-DRB1 104-
15.meros:STEAP-1. Cada péptido es una porcién de SEC ID N°:T; C 15.meros:STEAP-1
L - - se especifica cada posicién inicial, la " Cada péptido es una porcién de SEC D N°:3; se
Gada pepido es una porion de SEC IDN'3; 52 longitud del péptido es de 15 aminoécidos, y especifica cada posicion inicial, la longitud del
‘especifica cada posicién inicial, la longitud del la posicién final para cada péptido es la '

péptido es de 15 aminoicidos, y la posicion final osicin inicial mas catorce. péplido es de 15 aminodcidos, y la posieién final
para cada péptido es la posicién iniial mis catorce. : P para cada péptido es la posicion inicial mas catorce.

Pos ~ 1234567B2012345 puntuaclon

Pos 123-466?_890_12345__puntuacic‘m - 8 . EFHYIQNHKKSDWP. = 28 Pos  123456789012345 puntuacion
71 WHLPIKIAARASLT. 12 4. SLTWREFHYIQIHK 922 - 11 «EEL WKMKPRRNLEED 18
73 LPIKIAMNASLTFL - - 12 7T - WREFHYIQEHKKSD 22 85 TFLYTLLREVIHRLA 18
75 IKIAAIASLYFLYT © 12° 24 ESLWDPCLIRFKGLN. 22 A1 LVINKVLPMVSITL 18
76 KIAAIASLTRLYTL © 12 " 28 DPCLTRFKGLNLIQS  -20 - 126 . LLALWLPGVIAAIV . 18
80 NASLTFLYTLLREV 42 3 DSLTWREFHYIQIH 18- 143 -CTKYKKFPHWLDKWM 18
89  TLLREVIHPLATEHQ' 12 10 FHY_IQI]HKKSDVPE - 210 “EHOVWRMEIYVSLGI 19
00 TSHOQYFYKPLVI 12 o - 254 QSKLGIVSLLLGTH 18
105 YFYKIPILVINKVLP | 12 Tabla [-V4-DR10401-15.meros: - 283 FYWYTPPTRMIAVFL - 19 .
112 LVINKVLPMVSIRL | 12 . ) . STEAP-1 . .- 283 JAVFLPIVVLIFKS) 19
116 KVLPMVSITLLALVY . 12 © 306  SILFLPGLRKKILK] 19.
129 ’ WLPGVMNVQLHN . E 12 Cada péptido es una porcién de SEC 1D N*:8; 225 GLA‘LALLAW’S'PS 18
130 . YLPGVIANVCLHNG : 12 . se especifica cada posicion inicial, la . 999 |LALMVTS|PSVSD 18
- ' longitud del péptido es de 15 aminoacidos, :
134 VIAAIVOLHNGTKYK = "12 la posiclon fina pars cada péptidossla 31 DIGETSMLKRPVLLH 17
137 AIVQLHNGTKYKKFP - 12 . (apesicioniinalpa e 103 QAYFYKIPILVINKV 17
148 KKFPHWLDKWMLTRK 12 posicion inicial mas catorce. 194 NWAYOQQVQQNKEDAW 17
149 KFPHWLDKWMLTRKQ ‘12 . Pos " 123456729012345 Puntuacmn - 274 WNKWIDIKGFWWYTP 17
152 HWLOKWMLTRKQFGL 12 - 7 RKQFGLLSLFFAVLH 2 185 - RRSYRYKLLNWAYQQ 16 -
153 WLDKWMLTRKQFGLL 12 13 LSLFFAVLHAIYSLS: 22 N 187 SYRYKLLNWAYQQVQ 16_
160 TRKQFGLLSFFFAVL. 12 14 - SLFFAVLHAIYSLSY 22 - 216 - MEIYVSLGIVGLAIL 16
185 GLLSFFFAVLHAIYS .. 12 8- QFGLLSLFFAVLHAL 20 244 SLTWREFHYIQSKLG - 16
173  VLHAIYSLSYPMRRE 12 -12 - LLSLFFAVLHAIYSL 20 268 HALIFAWNKWIDIKQ = 16
185 RSYRYKLINWAYQQV 12 1 DKWMLTRKQFGILSL 15 © 301 VUFKSh FLPCLRK 16
191 KLLNWAYQQVQQNKE * 12 10 FOLLSLFFAVIHAIY 14 311 DOIRwmesimusie: 16
193 INWAYGQVQONKEDA 12 - 4  MLTRKOFGLLSLFFA 12 . 10 15
203 NKEDAWIEHDVWRME 12. B TRKQFGLLSLFFAVL 12 .32 15
214 WRMEIYVSLGIVGLA 12 . # .GLLSLFFAVLHAIYS 12 37 15 .
218 IYVSLGIVGLAILAL . 12 B 54 15
223 GIVGLAILALLAVES 12 Tabla t1-V1-DRB1101- R - 15
225 VGLAILALLAVTSIP - 12 15.meros:STEAP-1 . S 106 15
228 AILALLAVTSIPSVS . 12 ) 138 5 %
234 AWSIPSVSDSLTWR 12 Cada péptido es una porcion de SEC ID N:3; se . 1?7 i .\, 15
246 TWREFHY]QSKLGN : especifica cada posicion inicial, Ia longitud del 18t ! - 15
i 251 HY'QSKLGIVSLLL'G 12 . péptido es de 15 aminoacidos, y la posicion final th is .
. G‘”HAUFAWNKWID . para cada péptido es la posicién inicial mas catorce. - 260 15
._m__AWNmelmwwvjr g 12. S 43 4 14
278 DIKQFVWYTPPTFMI - 3} 12 Pos = 123456789072345 Pu"tuaclﬂﬂ 85, #iK 14
291 FMIAVFLPIVWLIFK 12 108 KIPILVINKVIPMVS 28 414 =8 14
205 - VFLPIVVLIFKSLF- - 42 88 VYTLLREVIHPLATSH - & 120 4
302  LUIFKSILFLPGLRKK . 12 187 LSFFFAVIJ-IA!YSLS 2 132 14
318 KIRHGWEDVTKINKT 142 68 "FPQWHLPIKIMHA 2 140 - 4 14
154 LDKWMLTRKQFGLLS 24 148 14
Table L-\2-HLA-DR10404-. 321 RHGWEDVIKINKTE! - 24 153 14
15.meros:STEAP-1 138 . SFFFAVLHAWSL?IYS g : 178 :4
sotido co 05 247  'WREFHYIQSKLES! 196 4 : 14
Cada péptido es una porcion de SEC 1D N*:5; : : oy -
se especifica cada posicién inicial, la ' 181 RKQFGLLSFFFAVLH_ 2 207 14
Iongitud del péptido es de 15 aminoacidos,y 324 WEDVTKINKTEICSQ 22 vyl 17
la posicion final para cada péptido es la 7 . 'TNQEELWKPRRN _'21 232 14
posicisn inicial mas catorce. 84  LTFLYTLLREVIMPL 21 277 Wi 14
297 LPIWWLIFKSLFLP 21 287  IPTeMRERY 4
Pos  123456788012345 puntuacion 307  LFPCLRKKEKIR -2 204  AVFLPIVVLIFKSIL 14
4 SLTWREFHYIQWNN) 22 22 LEEDDYLHKDTGETS 20 205  VFLPIVVLIFKSILF 14
3  DSLTWREFHYIQVNN 18 3% KRPVLLHLHGTAHAD 20 300 WLIFKSILFLPCLR 14
S 122 SITLLALVYLPGVIA 20 304 FKSILFLPCLRKKIL 14
Tabla L-V3-HI'A-DR$0401- 314 RKKAKIRHGWEDVT 20 67  LFPOWHLPIKIAAN 13

137
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- Tabla.LFV1-DRB1101- ' Tabla L 1-v4-DRB1-111-
15meros:STEAP-1 - . . - 15meros:STEAP-1
- - : .. 13 LSLFFAVLHAIYSLS
Cada péptido es una porcién de SEC ID N*:3; Y ) ;
s¢ especifica cada posicién inicial, la ) .'14 StFFAVLHA]YSLSY
longitud del péptido es de 15 aminoacidos, y ' 7 RKOEGLLSLFF-AW‘H

la posicién final para cada péptido es la 9 QF’GLLS_LFFAVLPW

posicién inicial mas catorce.

Pos  123456789012345 puntuacion

71 WHLPIKIAAASLT 13-
74 PIKIAMIASLTFLY 13 .

195 NKVLPMVSITLLALY. 13 - -
128 LVYLPGVIAAVGLR 13 I
_ 166 LLSFFFAVLHAYSL = 13 | -
170 FFAVLHAIYSLSYPM 13

212 DVWRMENVSLGIVG 13

217 E€lYVSLGIVGLALA. 13

219 YVSLGIVGLAIALL 13

273 GIVGLAILALLAVTS . 13

235 VISIPSVSDSLTWRE 13

250  FHYIQSKLGIVSLLL 13

257 LGIVSLLLGTIHALL 13

261 SLLLGTHALIFAWN - 13

289  PTFMIAVFLPIWLI - 13

296 FLPIWLIFKSLFL = 13

312 CLRKKILKIRHGWED ~ 13

- Tabla L!—V.‘Z HLA:DRB1-1101-
15.meros:STEAP-1
Cada péptido es una porciﬁn de SEC ID N°:5;
se especifica cada posicion inicial, la
lengitud del péptido es de 15 aminoacidos, y
la posicion final para cada péptidoes la
posicion inicial mas catorce.

Pos  123456789012345 - puntuacion
4 SLTWREFHYIQUNNI 10

3 DSLTWREFHYIQUNN ¢ -
2 SDSLTWREFHYIQW "8

" Tabla L!—V3-DRB111D1-
15mero$ STEAP_ S

_ Cada péptido es una porcion de SEC ID N*.7;
se especifica cada posicion inicial, la
lengitud del péptido es de 15 amincacidos, y
la posicién final para cada péptidoes la
posicién inicial mas catorce.

Pos  123456789012345. puntuacion
9  EFHYIQINKKSDVP - 31

25 SLWDPCLTRFKGLNL 21

10 FHYIQUHKKSDVPE 20
7 WREFHY!QHHKKSD 16

Tabla LI-V4-DRB1-1101-
15.meros:STEAP-1

Cada péptido es una porcion de SEC ID N°:9;
se especifica cada posicion inicial, la
longitud del péptido es de 15 aminoacidos, y
la posicion final para cada péptidoes la
posicion inicial mas catorce.
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Tabla LII. Composiciones de los exones de 8PID4 v.1

Numero de exén|Comienzo|Fin

1 1 34

2 35 149
3 150 662
4 663 827
5 828 1176
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Tabla LIII.
gcageggcag
tattttatag
‘atgaagccta
agcatgctaa.

ggggcecgea. cctetggaea
.gtgggtggct gaagccatac
accaagaaga actttogaaa
atazggacac gogagagace
cagcccatge tgatgaattt
cacagtggca ctigecaatt
ctcttctgag ggaagtaatt
ttecaatect ggtcatcaac
tttacctgee aggtgtgata
‘agtttecaca ttogttagat
tcttttttgc tgtactgcat
gatacaagtt gctaaactgg
ttgagcatyga tgtttggaga
tactggetcet gttggctgtg
aatttcacta tattcaggta
tgtgtttatg atatagaata
cagcaaagat cttatactitg
cttetaatta ggacasgtagt
ttttttttet tgtttgtttg
‘etotgttgee catgctggag
tgggttcagg cgattctctt
accatgtcca gctaattttt
ctgghbctega totoctgace:
tgacagttyt gagocaccat
atttgotacc catctaatgt:
Zaaaaaaata ttcttttace
tagcactttc cagaaacaaa
atatgctagt gtotoattece
acttgaagtt tctaaatatt.
cttetggteg tagattatcc
tctgacaaga ttcaaaggac:
tgggtagaca. tctttggaaa
gtcecacacgt. atactccaac
atctgaatta gtccagtgty géttagagtt
ttgtaggttc agoctgataa cocactggagh
‘cacattgete tgcctgttac acatatgatg

caccoettag
asagtettge
geagceaatty
aagtggatgt

gcatatcaac
atggagatit
acatctatte
aataatatat

gtatttttag
tcazatgate
actcagoctg
gatattttag
tgtcacctga
gactctctcc
‘amaggctget
ettgtaattt
ataagaagag

tttecacdag
actttattag

taggactgea-tcttgacaac tgagoctatt

.aggtatacaa tacacattig gtasaactaa
‘agtaacctag aaatgtttca.cttaaaatct
agattcatat atgaaaacgc aaacttaget
gegectgaat aattgtgagt tegatttgtt
tgaatagagg tcagaagteg tataaaagag
ggtgamcaac tatttttaag caactttatt
-tgaaatgttt. catcacaktct ctggatctck
catattattt ccatgttate agaatatttg
acttcattat tcatttatea aaatcagagt
aagateacty aagtcaaatt gattttitget
gaatctaana tgtacaaatc attgtgttga
cagtccerga ttttaggtat’
agcacaaaaa atazatatca
tttttgatea cotgoottca
acaagaaatt acccamaagt
tggacattgt tgagaaatgt gataggaaaa
gagcatatce agaktgaggta ggatgggata
tgtttttctt ktgcagagea agctaggaat
atcgattttt goctggaata: agtggataga

 taaggggatg
asgaraggct

aacttttatg atagetgttt tecttecaat:

cctgccatge ttgaggaaga agatactgaa
aattaacaaa actgagatat gtbeccagth

‘gactgecctt
asaatagcty

tgttgacter’
ttccaattaa

tapatttaat-

cctgtgaaaa’

naggtgagga

ES 2537074 T3

ccoagactca
aattaatgga.
ggagaaattt’
aaagacctgt
cagaacttca

ctattatage

caacttceea:
caatogtttc
tceaackica
tzacaagasa

aggtccanca’
‘atgtgteoter
catctgrtgag
aapataacce
accccataas
taatgtgete.

cctgagtage

tagagacagg
cgocraccts

ctcttbotas

gaatccaata

atttagtaat

ttgaaataat
ttttccagct
taaaactate.
tgatgtgoca

tcagtcatgd’

gtcagacatt

ggtacascat
~tctttggtec
aacactgoett

ctactatatg-

ttttcaacca
gagaactagt
atttgategt
ctggeagget
gtgttgtcag
tgtgtagtga
ctattttgtg
attttttaaa
gaatcacatt
ataatcttca
ttctgeagtg
gcagaattaa
aacaaaatgg
gtgaattttg
ggataggcaa
caatcataga

asctcttatct,

tgtttcectt
tataaaacaz

gattagacat

gtagaattac

tgttgteocty

cggtcaaget
aagcagaaaa
‘agaagaagac
geitttgeat
gcacacacag
atctctgact
tcaacaatat

catcactete.

taatggaacc
gcagtttggg

gcaatttata gtctgtctta-cccaatgagg

‘asataaagan

gggaattgtg

tgactctttg
taagaggtaa
azataacaaa

_tcotgttgtt
ttcetagaca taaataaaag goattaeaat
ttttttattt gtttotttgt tettttgaga
tacagtgaca cgatctegge teoactgeaac
geoteagect

tgggattaca
gttttocoat
ggecteccaa

tatttgaaac

rgcatygttt
geettttatyg
agagttktta
tacattrtat
-teagatrtae
gaatecactet
acactgcocaa

-cgeaactate
gcatctgatt

agtttggaaa

“totcacagas
‘teattaaats

tttagactteo
tacaatacct
atgacatgta
tatactacaa
atteactdggy
aatgaccatt
aacacegktg
caaagcatce

cagacattga

aadataggee
agtcgecette
atctacctat
atoctgetat
gacaaataca
tggagaaaga
ttcacttaga

‘aargagcaga

taaaggattt
gaaccaatcet
ctactgggea
tttgtatggt
‘atatttaaaa
ggttyggaag
tgtttacaca

gacatcacaa
gattatitge
ttgcaccaaa

gaactctite .

ttictttace
ttttataaaa
ttagecattgy
aagtatasga
cttcbcagtt

cgatectaca
gatgectgga |

ggattggcaa
acatggagag.
abcbtottit
tgcertican’

tcoctattg !

attetttget
rgaagtcteg
ctgcgootee
ggcacccate

gttggecagy

agrgotagga
ttgttagaca
attatttott
ttacacaact

tetaccaaag -
atacttacte’

tgaggtittat
gggatecttg
£tuaccgttta

-cettotacat
gtatgoetde-

tttcctaatt
geottotita
attaggaatt
‘agcocataat-
tttttcaact
gttaccttgy
acttaagant
tccagtaaag
agattacata
<aatgcagge
aaanattgtt
aagtteatte
acaactgata
atttaattga
aagtaagact
caagagacaa
gtagacaaaqg
cagcttggag
aagatgtgaa
ccaagcaaca
tcacecaattt
caatacaege
atacacctce
gcatactatt
acgtcaccaa
catbtttgtt

caarattgat atattttafc accaacattt caagttbg{a-tttgttaata aaakgattat

trasggadaa aassadsaaa aaaaaaa

140

Secuencia de Nucledtidos de la variante transcripcional 8P1D4 v.2 (SEC ID N°:

aaggcgaaga - B0

120

160

. 240

300

360

‘420
- 480
540
00
E60

720 .
780

- 840
500
960
1020
1080
© 1140
© 1200
1260

© 1320

T 12386
. 1440
i500

1560

1820

1680

1740

1900

1860 .

1920
1980
2040

2100

2180

- '..222_0...

2280
2340
2400
2460
2520

2560

2640
2700
2760
2820
2880
2940

2000

3080
3120
jigo

3240

3300
3360
3420
3480
3540

3600
527

B1)
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Tabla LIV. Alineamiento de secuencias de nucledtidos de 8P1D4v.1 (SEC ID N°= 82) y BP1D4
" V.2 (SEC ID N°: 83)

{Puntuacién = bits 1584 (824) , Esperado = 0,0Identidades = 826/827 (99%) Cadena = MAs / Mas
1

'BP1D4v. 1: 1 ccgagactcaccgtcaa ctaaggcgaagagtgggtggctgaagccatactatbttatag 60

IIIIIIIIilIIlI!IIIIIIIli!IIllllllll!illlllIllllllll1lillllll

f aPlniv 2: 31 ccgaga;;cacggtcaagctaaogcgaagagtgggtggctgaagccatactattttatag 50

~-BP1D4V.1: 61» aattaatggaaagcagaaaagacatcacaaaccaagaagaactttggaaaatgaa sota 120

S VTR T T A R

. BPAD4v.2: 911 aattaatggaaagcagaaaaggcatcacaaaccaagaagaactttggaaaatgaagecta\150

- éPlD&y.lf_lzl ggagaaatttagaagaagacgattatttgcataaggacacg gag agaccagcatgcxaa 180

illIIilIiIlIIIIIIIIIllII!IIIIIIIII]!Illlllillliillilllllllil

-t BP1D4V.2: 151 ggagaaatttagaagaagaccnttatttgcataaggacacgggagagaccagcatgctaa 210

-“§F1D4§.1- 181 a=aagacctgtgetttigeoatttg caccasaca geocatgotoat aatttgactgcnctt 240

lllll!ltlilllliiilllII1lIII1II|t1!IIIIII%IIlitlillllllllliil

~EBP1D§v.2. 211 aaagacctgtgcttttgcatttgcaccaaacagcecatgctgatgaatbtgactgccctt,370

_8P1D4y;1- 241 cagaacttcagcacacacaggaactctttccacagtggcacttgccaattaaaata ct 300

IllFlllIllIl!II1IllIIII!l1!ilI[Ilil[Iitilil!iilllllll&llllll

8P1iD4v.2: 271 cagaactbcagcacacacaggaactccttccacagtggcacttgccaattaaaatagctg 33p

_. BPlDav.}: 301 ctattata catctctgacttttctttacactctt:tgagggaagtaatbcactctbtagt360

o III!I!IliIlll!lI!IIIIIIIIIlll!}lililillI}IlII}lllllllll HE
- BP1DAv.Z2: 331 ctattatagcatctctgacttttctttacagtcttctgagggaagpaattcacccctbag_390'

-8P1p4v.1: 361 caacttecentcaacaatattrttatanaattcoaatootggteatcaacaaagbottge 420

T R RN A A L A R A R A A T
SEiDAv. 2¢ 3917 caacttccca:caacaatatttttataaaatbccaatcctggtcatcaacaaagtcttgc 450
g S 3 .
éﬁinqv;l: 421l c© . gt atagcagcaattgféﬁo
' ' ItllltllllllllllIillllllliIIIIIllIlIIIIIlI}IlllllII PR

HB?ide;za 4st ¢ ggtgtgatagcagc&attg-ﬁlo

'*ﬁb;bdﬁﬁléTiél tccaacttcataatggaaccaagtﬁtaa aagmttccana:t tt ataa tggabg 540

IIIlIIIIlilillllil!il!Iilllllll!f}lfIIII!IIIIFIIIIIIIIIIIIII-

. BPIDMvV.2: 511 tccaacttcataatggaaccaagtataagaagtttccacattggttggataagtggatgt 570

BPID4v.1: 541 taacaagaaagcagcttgggcttctcagcttctcttttgccgtactgcatgcaatbtata'eob

: A A N N T A R I R R R R S R L
8RID4v.2: 571 tmachagaaagcagttitgggcttcteagtttottttttgotgtactgoatgecaaktttata 630

. 8PIDEV.1: 601 gtctgretiacccaatgagacgatcotacagatacaagttgctaaactgggeatatcaac 660

AT RO LRV R TR LT EEREEY B T T

- 8P1b4av.2: €31 gtctgtcttacccaatgnggegatcctncagatacaagttgctaaaccgggcatutcaac 690

BP1D4v.1: €61 a qcet gattgagcatgatgtttgg aatggngattt 720

Ilillllll!lililiilllflllllllIlllllllltlllllllllllllIlllillli

“@P1D4V.2: €91 & ga gatgcctggattgagcatgatgtttggagaatggagattt.750

“ 8P1b4v.1: 721 T??T?udtTt????atT?tgg????? geaatactggetetgitggotatgacatctatte 780

ll!li!lil!llillllllililililliill%
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~ 8P1D4v.2: 751 atg_tgtcl:_ctgggaa-t-tgt:’ggga_t:tggt;aatactggctcl:gttggctgt-g’acat_ctafttc 810

BPlD(v 1z '?81 catctgtgagt actctttgacatggagag aatttcacta.tat-t:ca 627

!IIII!III!IIIII!III!IIIIIIHIHIHIIIIHHIIIII

BPlDMr 2: 811 Cutctgtgagtgactctttgacatggagagaatt\bcactatattcag 857

Puntuacién = 714 bits (371), Esperado = 0,0Identidades = 371/327 (99%) Cadena = Mas / Mas

Bisqueda: 825 ca'gagcaagctagga{étt-gttt-.cccttct_actg’ggcécaatacacgcét-tgazttbtgéc_ 884, -
PR TR R D R LR ET L R e

~Sujeto: 3254 cagagcaagctaggaattgtttcoctictactgggoacaatacacgocattgatbbitgce 3313

B'E:squéda.: :3:1 tg_gaataa'gtggat_agatai:aaaacaat_t-tgtatgét'al_:acéccbccaactt-tt_atgaha 944

Sujeto: 3314 t_ggaataa'gt_ggatagatataaaacaatt_tgtatggtatécacct‘ct_:aacttttét’ga'»ta 3373

Busqueda: 945 tccaatt ttgtcctgatatttaaaagcatactattcctgccat cttg 1004
- T IHIIIHIHIIIIII]HIlllIlHIIIIIIIIHiIIIIIIHIilIIIIIl!lll

Sujeto: 3374 gt tccaattgttgtcctgasatttaaaagcatactattcctgecatgcttg 3{!33
Busqueda: 1005 ag aacaagatact aa attagacat gaagacg tcaccaaaattaacaaaact 1064

HIIIHHIIIHHi!illlllIHlll!}llHIHHIIIIHIHIIH FLE

"sujeto: 3434 aggaag;agatactgaaggtt_aga.catggttgggaagacgtcaccaaaavt_;tga;caaaact 3493

Bﬁsq-uéda: 1065 gagatatgttccca tt gtagaatractg tttacacacattttt ticaatatty a«tata'llzd _

IHIHIII!I]IIIHil]IIlIlIIIl[HIIiIiIIHHIHII}HHIHIIH_'

. --sﬁj éto : 3484 gagatatgttcccagttgtagaattactgtttacacacatt tr.t:gttcaatattgatatfa 3553 )

Bisqueda: 1125 ttttal:caccaacat.l:tcaagt'.:tgtatttgttaataaaatgattatt.caaggaaaaaaa 11‘84

AHEHHR DR e TR LT

“sﬁﬁe'tc;: 3554 t.tttatcaccaacatttcaagtttgtatttgttaataaaatgattattcaaggaaaaaaax 3613

Bisqueda: 118% aaasaaasmaa 1195

LIETTEYLERY

sujeto: 3614 aaaansaanad 3624

Tabla LV. Secuencias péptidicas de la proteina codificada por 8P1D4 v.2 (SEC ID N°: 84)

_MESRKDITNQ EELWKMKPRR NLEEDDYLHK DTGETSMLKR FVLLHLHQTA HADEFRDCPSE =~ 60
LOHTOELFEQ WHLPIKIAAL IASLTFLYTL LREVIHPLAT SHQUYFYKIP ILVINRVLEM 120
VSITLLALVY LPGVIMIVQ LHNGTKYKKY PHWLDKWMLT RKOFGLLSFF FAVLHAYYSL iso
SYPMRRSYRY H;LNWAYQQV QONKEDAWIE HDVWRMEIYV SLGIVGLAIYL J\LLJ\VTSIPS 240
VEDSLTWREF HYIQVNNI . } 258
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Tabla LVI. Alineamiento de secuencias de aminoicidos de BP1D4v.1 (SEC ID N°=
V.2 (SEC ID N°: B6)

Puntuacién = 521 bits (1342),
’ 254/254 {100%)

85) y 8P1D4

Esperado = e-147Identidades = B26/827 (99%) Poszitivos =

.‘anmv 1t 1 MESRKDITNQEELWKMKPRRNLEEDDYLHKDTGETSMLKRPVLLHLEQTAHADEFDCPSE 60
‘ MESRKDITNQEELWKMKPRRNLEEDDYLHKD TGETSMLKRIVLLALHOTAHADEFDCPSE
' 8PAD4v.2: 1  MESRKDITNQEELWKMKPRRNLEEDDYLHKDTGETSMLKRPVLLALHQTARADEFDCPSE 60
"8PiD4v.l: 61 LQHTOELFPQWHLPIKYAAI IASLTFLYTLIREVIHPLATSHQOYFYKIPILVINKVLEM 120
. _ LOHTQELFPOWHLPIKIAAT IASLTFLYTLLREVIHPLATSHOOY FYKIPILVINKVLEM
BPID4v.2: €2 LOHTQELFPQWHLPIKIAAI IASLTFLYTLLREVIHPLATSHOOQVFYKIPILVINKVLEM 120
"BPADev.1: 121 VSITLLALVYLPGVIAAIVOLHNGTKYKKFPHWLDKWMLTRKOFGLLSFFFAVLHATYSD 160
ST .. . VEITLLALVYLPGVIAATVQLHNGTKYKKF PHWLDKWMLTRKOFGLLSFFFAVLHATYSL
8PID4V.2: 121 vs:mwnmzmvommpmwmmmmuswavmns:.. -180.
SPiD4v.1: 181 swmsmmmnmvcmnnmmazmmxmmwszps 240

- SYPMRRSYRY KLLNWAYQOVQONKEDAWIEHDVWRMEL YVSLGIVELAT LALLAVTSIPS
SPIDQ\I' ,2: 1B1 SY PMRRSYR.Y KLLNWAYQQOVQQNKEDAWL EHDVWRMET YVSLG IVGLAILALLAVTSIPS 24 0

'BPlDd'\l’ 1: 241 VSDSLTWREFRYIQ 254
VSDSLTWREFHYIQ ’

143

SP1D4v.2: 241 VSDSLTWREFHYIQ 254
_Tabla LVII. Secuencia de nucledtidos de la variante transcripcional 8P1D4 v.3 (SEC ID N°: 87)
 geggccegea ceictgggca goagoggoag cegagactca cggbcaagot aaggogaaga 60
. gtagatggcet gaagccatae tatttfatag zattaatgga aagcagaaaa gacatcacaa 120
. -accaagaaga actttggsaa atgaagocta ggagasattt agaagaagac -gattattige 180
.. ataaggacac gggagagace.agcatgotaa aasgacctgt gottitgeat ttgeaccaaa 11
~eageecatge tqatgaattt gactgooctt cagaactica gcacactacay gaactctttc | . 300 .
- cacagtggea cttgecaatt aazatageotg ctattatage atctetgact ttbctttaca 360
- ctcttctgag ggaagtaatt cacectttag caacttocca teazcaatat ttttataaaa 420
--ttccaatect ggtoatcaac asagtettge caatggittc catcactcte ttggeattgg 480 -
+-tttacctgec agdtgtgata deageaattg tccaacttea taatcgascc aagtataaga $40
‘agktttccaca ttggttggat aagtggatght taacaagaaa geagtttggg cttctcagtt 600
. tcbtttttge tgtactgeat goaatttata grtctgtetta cccaatgago cgatectaca 60 .
..gatacaagtt gitamactgg gestatcaac aggtccasca aaataaagaa gatgoctgga 720
- ttgdgcatga tgttitggaga atggagattt atgtgtotct gggaattgtg ggattggeaa - 780
| tactggeotct gttgocotgty acatctattc catctotgag tgactetitg acatggagag 8at
. aatttéacta tattcagatt atccatazga agagtgatgk gocagaatca chetgggate 800
“'cttgkctgac aagattcaad ggactaaatt taattcagtc atgascactg ccaattaceg 960
“tthkatgggta gacatottig-ganattteca . caagageaag -ctaggaattg tttocotict 1020
- actgggcaca atacacgceat tgatttttgc -ctageataag tggatagata tazamcaatt 1080
. tgtatggtat acacciccaa’cttttatgat agotgbitte etbccaattg ttgtcotgat | 1140
. atttassagc atactattic tgccatgett gaggeagaag atactgaaga ttagacatgg —~— 1200
. ttgggaegac gtcsccasaa ttascaaaac tgsgatatgt toccagttgt agaattactg 1260
tttacacaca tttitgbtca atattgatat attttatcac caacatttca agtttgtatt 1320
tgttaataaa atgattatte aapgaaaaaa aaaaaaaaia aaaaa 3368



BPIDAV.3:

: bpxn4v.;.-

Tabla LVIII. Alineamiento de secuencias de nucledtidos de BP1D4v.2 (SEC ID N°=

ES 2537074 T3

V.3 (SEC ID N°: 89)

““Puntuacién =

BPlD4v,.2:

' 8P1D4V.2:

_ 8PlD4v.2:

1

8P1D4v.3:

BP1D4v.2:

BP1D4v.3:

8P1D4v.2:

5P1D4v.3:

8P1D4v.2:

BPiD4v.3:

l8§1ﬁ4v.2=

i ggggcccgcacctctgggcagcagcggcagccgagactcacggtcaagctaaggcga Ja

HIIIIIIIIIIIIIIIIIHIHHIHIIHIIIIHIHIIIIIIIIHIIIIIIH

1 ggggcecgcacetotgyggcagoageagoageogagactcacggtcaagotasggcgaaga

61 tgggtggctgaagccatactattttatagaattaatggaaagcagaaaagacatcacaa:

IIIHIIHlll!lIHIIIIlIIHIIHIllIIHIHIlIHIIIHIlllHIIH
61 gtgggtggctgaagccatactattttatagaattaatggaaagcagaaaagacatcacaa

121 accaagaagaactttggaaaatgaagcctaggagaaatttagaagaagacgattattt c

PEECVFREVEEVERL VR LRLED LR EET T RV E R TR PR LD LTI
121 accaagaagaacbttggaaaatgaagcctaggagaaatttagaagaagaqgattatttgc

181 ataaggac qgag agaccagcatgctaaaaa acetgr cttbtgcattt jocaccaaa

IIIIIIIIIIIIIIII!IHIHI!IHIHII!IHIHHIIIHIIHIIIHHH_

181 ataaggacacgggagagaccagcatgctaaaaagacctgtgcttttgcatttgcaccaaa

241 cagoceatgctgatgaatttgactgecetEcagaacttcagracacacaggasctottte

PELATHE TR VLR EERERFR R R RO T LRI L LD ERSERPE R RE

241 cagcccatgetgatgaatbtyactgoccttocagaacticagcacacacaggaactetitic

301 cacagtggcacttgoeaattaasatagetgetattatageatetotgactittotttaca

88) y SPiD4

1642 bits (B854), Esperadec = 0,0Identidades = 856/857 (99%) Cadena= Mas / Mas

120.
1206
1_'ao
180

240

240

300

300

360

LOEETEVEFEEVEE O TR A LT LR R A LRI T R L g

301 cacagtggcacttgcocaattaaaatagetgetattatageatctetgactittctttaca

35l ctcftétgﬁgggaagtaattcacccct:agcaacttcccatcaacaatabttttatagaa
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420



. BP1DAv.3s+ 361

8PLD4v.2:- 421

BP1Ddv.3: 421

BPLD4v.2: 481
-BPID4v.3: 481
+ 5P1D4V.2:. 541

. DPAID4V.3: 541

BP1D4v.Z: 601

© OPID4v.3: GO1

'“BPID#?;Z} 661

8PID4V.3: 661

8PIDAV.2: 721

85iD4V.3: 721
BP1D4v.2: 781
- 8P1D4v.3: 781

_ 8P1IMV.2: 241

BPIDdv.3: 841

ES 2537074 T3

FAMT O I L e YL e i i e g eeny

cttttctgagggaagtaattcaccctttagcaacttcccatcaacaatatttttataaaa'

ttc:aatcctggtcatcaacaaagﬁcttgccaatggtt{ccatcactcfcttggcabtgg

SR TR RO R Y R T LV R T

ttcocaatcctggtcattaataaagtottgecaatggtttccatcactoctettgglatigy

tttacctgccaggtgt atagcagcaattgtccaacttcataatggaaccaagtataaga-

FEYEVEITO T RO I A A B

tttacctgccaggtgtgatagcagcaattgtccaacttcataatggaaccaagtataaga

agtttccacattggttggataagtggatgtﬁaécaaéaaagcagEttgggcbtctcagéf

TUAEREER IR R D H I T I R L E R

'agtbtccacabtggtpggataagtggatg;taacaagaaagcagt;cgggchtctcagtt

tctttttt Ctgt&t:t catgcaatttata tocty tcttacccaat aggegatectaca

IHIHIHIIIHHIHH!IHIIllHllIHIIHlIII]IIHIIIIIIIIIII

tcttttttgctgtactgcatgcaatttatagtctgtcttacccaatgaggcsatcctaca

gatacaagttgctaaactgggcatatcaacaggtccaacaaaataaagaagatgcct gal

-IHHI!IIIIIIIIIIIIIIII!IIrHIIHHIHIHIHHIIIHIIHIIIIH

ugata;aagttgctaaactgggcatatcaacaggtccaacaaaataaagaagatgcctgg;

.

ttgagcatgatgtttggagaatggagatttatgtgtctctgggaattgtgggattggcaa'

DT HFER TR EE TRV IV PRI LTV R EEEI L

ttgagcatgatgtttggagaatggagatttatstgtctctgggaattgtgggattggcaa

tactggctctgttggctgtgacatctattccatctgt agtgactctttgacatggaga

420

480

460 '

540

S40 -

%00

€00

660

o0

720

720

780

780

840

IIIIIHHHIHHIH%]IHIllHII!HIIIlHHIIIHHIIIHIIHH'

tactggctctgttqgctgtgacatctattcqabctgtgagtgaetchttgacatggagag

aatttcactatattcag 857

ITHEHELET TR

astttcactatattcag 857

'Pﬁnfuacién = 267 bits (139), Esperado = 2e-6B8Identidades = 139/139 (100%) cCadena =

‘B40

Mas/Mas

-BPlDiv 2 1752 agattatccataagaagagtgatgtgccagaatcactetgggatecthgtctgacaagat 1811

PECTVLEREL LR P RCREEEV R ERIN LR PR EEE RV L TRY T § 1

BPlbiv 3: B56 agattatccataagaagagtgatgtgccagaabcactctgggatcottgtctgacaagat 815

BPlD&V 23 1812 tcaaaggactaaatttaattcagtcatgaacactgucaattaccgtttatgggtagacat 1871

ERLEEFOLRITV ARV VR R R AL DER TR PR TR

Bplniv 3: 916 tcaaaggactaaatttaattcagtcatgaacactgccaattaccgtttatgggtagacat 975

BPIDMv.2: 1872 c‘tttggaaatttccacaag 1890

8P1D4v.3: 976

LEEITEDNEI LS ENEY

ctttgoanatttocacaag 954

Puntuacién = 717 bits (373), Esperado = 0,0Identidades = 373/373 (100%) Cadena = Mas/Mas

8F1D4v 2: 3285 agagcaagctaggaattgtttcccttctactgggcacaatacacgcatt attttrgoot 3314

8P1Dsv.3: 993

FEVLERCER TRV TR DTV PR Y B R R R T

agageaagctaggaattgtttocctietactgagracaatacacgeattgatsttgect 1052
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8P1D4v.2; 3315 ggaataagtggatagatataaaacaatttgtatggtatacacctccaacttt atgatag 3374_

SR LT CEVEEE TR VT R T LT L ERL YRRV L

a-Pin_:iv.a: 1053 ggastaagtgsatagatataaaacasttigtatggtatacacctocaactittatgatag 1112

EPA1D4v.2 ¢ 3375 ctgttttccttccaattgttgtcctgatatttaaaagcatactattcctgccatgcbt ja 3434

illllI1]|IIIIll!Illllillllliliillillllll]llllllilll]illlilll

8?1D§v,3:_;113 ctgttttccttccauttgttgtcctgatatttaaaagcatacta tcctgccatg cttga 1172

aFlbév.Z: 3435 ggaagaagatactgaagattagacatggtnggaagacgbcaccaaaattaacaaaact 3484

o YRR R T lIIIIIIlIlIIIIllIIII}iIIIE--*-
gF1D4v.3: 13173 ggaagaagatactgaagattagacatggttgggaagacgtcaccaaaattaacaaaactg 1232

-BP1D4V.2: 3495'agatatgttcccagttgtagaattactgtttacacacatttttgtbcaatattgatatat I554

CELELETEPEREER TR Y R TP EH VRV LEE T T LY

BP1D4V.3: 1233 agatatgttcccagttgtagaattactgtttacacacatttttgttcaatattgata*at 1292

BPJD4V;2:.3SSS tttatcaccaacatttcaagtttgtatttgttaataaaatgattattcaaggaaaaaaaa 3614

LS H LR DT DT H T PV T HA T

BP;DAy.B:_1293 tttatcaccaacatttcaagtttgtatttgttaataaaatgattattcaaggaaaaaaaa 1382

BPIDAV.2: 3615 asamasaaaaasa 3627

PEVRVLTENLTEG -

BP1D4v.3: 1353 aaamasaaaasas 1355

Tabla LIX. Secuencias péptidicas de la proteina codificada por 8P1D4 w.3 (SEC ID N°: 920)

)’ESRKDIT‘NQ EELW}G“[KPRR NLEEDDYLHK DTGETSMLKR PVI:LHI-HQTA HRDEFDCPSB . 6O
LOETQELFPQ WHLPIKIAAI IASLTFLYTL LREVIHPLAT SHQQYFYKIP ILVINKVLPM: 120
VSITLLALVY LPGVIAAIVQ LHNGTKYKKF PHWLDKWMLT RKQFGLLSFF FAVLHAIYSL 180
SYPMRRSYRY KTLNWAYOOV QUNKEDAWIE HDVHWRMEIYV. SLGIVELAIL ALLAVISIPS 240
VSDSLTWREF HYIQIIHKKS DVPESLWDPC LTRFKGLNLI QS 282

Tabla LX. Alineamientoc de secuencias de aminoicidos de 8P1D4v.2 (SEC ID N°= 91) y BP1D4 V.3
(SEC ID N°: 92)

*Puntuacién = 522 bits (1345), Esperado = e-147Identidades = 254/855 (99%) Positivos =
255/255 (99%)

- .. MESRIDITNQEELWKMKPRRNLEEDDYLEKDTGETSMLKRFVLLHLHQTRHADEFDCPSE
‘8PID4v.3: 1 FnSRKDITNQEELHKMKPRRNLEEDDYLHKDTGETSMLKRPVLLHLHQTAHADBFDCPSB £0

BP.‘LD{'V 2 61 WHTQELPPQWHLPIKIMI IASLTFLYTLLREVIHPLATSHQQYFYKIPIbVINMPM 120
. LOHTQRLFPOWHLPIKIAAT TASLTFLYTLLREVIHPLATSHQOYFYKI PILVINKVLEM
L8P1D4'v 3 .61 _ LQHTQELFPQWHLPIKIMI IASLTFLYMREVIHPMTSHQQYFYKIPI‘LVIMWLPM_ 120

SPllMV 2: 121 VSITLLALVYLPGVIAAIVQIE—DGGTKYKKFPHWLDKWHLTRKQFGLLSFFFAMIVSL 1§0_
VSITLL‘ALWLPGVIAAIVQLHNGTKYKKFPHHLDWTRKQFGLLS?FFAVH{AIYSL
BPAID4wv.3: 121 VSITLLALVYLPGVIMIVQLHNGTKYKRFPHWLDWMLTRRQFGLLBFFFAVHIBIYSL ligo

BPll'Mv 2: 181 SYPMRRSYR’!KLLNWAYQQVQQN’ICEDAWIEHDVWRMEIYVSLGIVGMILAL‘LAVTBIPS 240
SYPMRRSYRYKL-LNWAYQQVQQNKEDAHIEHDVWRHEIWSDGIVGLAIMVTSIPS
9P1D4v 3: 182 SYPMRRSYRMWAYQQVQQN!CBDAWIEI-IDVWWEWSLGIVGLAIMVTSIPS z40

lPle 2: 241 VSDSL‘IWREFHYIQV 255

VSDSLTHWREFHYIO+
BP1D4v.3: 241 VSDSLTW_RBFH_YIQI 255
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Tabla LXI:

BUSQUEDA de Péptidos

Variante 1 de STEAP- 1:

nonameros, decameros y 15-meros: aa 1-339 (SEC ID N2: 71)

MESRKDITNQ EELWKMKPRR NLEEDDYLHK DTGETSMLKR PVLLHLHQTA HADEFDCPSE - 60
LQHTQELFPQ WHLPIKIAAI IASLTFLYTL- LREVIHPLAT SHOQYFYKIP ILVINKVLPM 120
VSITLLALVY ‘LPGVIAAIVQ LHNGTKYKKF PHWLDKWMLT RKQPGLLSFF FAVLHAIYSL 180
SYPYRRSYRY KLLNWAYQQV QQNKEDAWIE HDVWRMEIYV SLGIVGLAIL ALLAVISIPS = 240
VSDSLTWREF HYIQSKLGIV SLLLGTIHAL IFAWNKWIDI KQFVWYTPPT 'FNIAVFLPIV - 300
VLIFXSILFL PCLRKKILKI RHGWEDVTKI NKTEICSQL : : 339

Variante 2:

9-meros aa 247-258 (SEC ID N2: 72)
WREFHYIQVNNI

10-meros aa 246-258 (SEC ID N¢: 73)
TWREFHYIQVNNI

15-meros aa 241-258 (SEC ID N2: 74)
VSDSLTWREFHYIQVNNI

Variante 3:

9-meros aa 247- (SEC ID N¢: 75)
WREFHYIQIIHKKSDVPESLWDPCLTRFKGLNLIQS
10-meros aa 246- (SEC ID N¢: 76)
TWREFHYIQIIHKKSDVPESLWDPCLTRFKGLNLIQS
15-meros aa 241- (SEC ID N°: 77)
VSDSLTWREFHYIQIIHKKSDVPESLWDPCLTRFKGLNLIQS

Variante 4:

9-meros aa 160-176 (SEC ID N2: 78)
RKQFGLLSLFFAVLHAI

10-meros aa 159-177 (SEC ID N¢: 79)
TRKQFGLLSLFPAVLHAIY

15-meros aa 154-182 (SEC ID N¢: 80)
DKWMLTRKQFGLLSLFFAVLHAIYSLSYP
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10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion que comprende un péptido que consiste en una secuencia de aminodcidos seleccionada del
grupo que consiste en los aminoacidos 32-40, 80-88, 99-107, 122-130, 153-161, 180-188, 21-30, 79-88, 121-130,
173-182, 243-252, 244-252, 277-286, 108-116, 140-148, 307-315, 140-149, 307-316, 118-126, 150-158, 294-302,
310-318, 109-118 y 150-159 de SEC ID N2: 3 o;

un analogo del péptido en el que un resto en una posicién de anclaje primaria y/o secundaria mostrada en la Tabla
IV se sustituye por otro aminoacido especifico para esta posicion de la Tabla IV para aumentar la afinidad de unién,
la semivida de union y/o la reactividad cruzada del péptido.

2. Una composicién que comprende:
un anticuerpo o un fragmento del mismo que se une especificamente a un péptido de la reivindicacion 1.
3. Una composicién que comprende:

un anticuerpo o un fragmento de acuerdo con la reivindicaciéon 2 que modula la localizacion, el nivel o la actividad
de una proteina de SEC ID N%: 3, 5,7 0 9, en donde
el anticuerpo o el fragmento estan conjugados con un agente citotdxico o con un agente de diagndstico.

4. Una composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que adicionalmente
comprende un vehiculo fisioldgicamente aceptable.

5. Una composicién farmacéutica que comprende la composicion de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores en forma de una dosis unitaria humana.

6. Un anticuerpo o un fragmento del mismo como se define en la reivindicacion 2, que es un anticuerpo monoclonal,
un anticuerpo humano, un anticuerpo humanizado o un anticuerpo quimeérico.

7. Un animal transgénico no humano que produce un anticuerpo como se define en la reivindicacién 2.
8. Un hibridoma que produce un anticuerpo como se define en la reivindicacién 6.

9. Una composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para su uso en la inhibicién del
crecimiento de células cancerosas que expresan una proteina de SEC ID N: 3, 5, 7 0 9, en donde el crecimiento de
dichas células cancerosas se inhibe administrando la composicién a las células.

10. Un polinucleétido que comprende una secuencia codificante para un péptido de acuerdo con la reivindicacién 1 o
que comprende un polinucleétido complementario a una secuencia codificante para un péptido de acuerdo con la
reivindicacion 1, para su uso en la inhibiciéon del crecimiento de células cancerosas que expresan una proteina de
SEC ID N2 3, 5, 7 0 9, en donde el crecimiento de dichas células cancerosas se inhibe administrando el
polinucleétido a las células.

11. Un vector para su uso en la inhibicion del crecimiento de células cancerosas que expresan una proteina de SEC
ID N2: 3, 5, 7 0 9, en donde el vector suministra un nucleétido que codifica un anticuerpo monoclonal monocatenario
que tiene la especificidad de un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 2, mediante lo cual el anticuerpo
monoclonal monocatenario codificado se expresa de manera intracelular en células cancerosas que expresan una
proteina de SEC ID N%: 3, 5,70 9.

12. Un vector para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 11, en donde el vector es un vector viral.

13. Una composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacién 9, en donde el cancer se produce en un tejido
expuesto en la Tabla 1.

14. Una composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde la composicién comprende un
anticuerpo de la reivindicacion 2.

15. Una composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 14, en donde el cancer se selecciona del grupo
que consiste en cancer de préstata, cancer gastrico, cancer colorrectal, mieloma mudltiple, linfoma de células B,
leucemia, cancer de mama, cancer renal, cancer de vejiga y cancer de pulmon.

16. Una composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacién 15, en donde dicho cancer es metastésico.

17. Una composicién para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 16, en donde dicho cancer es cancer de prostata
metastéasico.
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18. Una composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacién 14, en la que dichos anticuerpo o fragmento de
anticuerpo estan conjugados con una toxina, un radiois6topo o un agente quimioterapéutico.

19. Una composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacién 18, en la que dicho agente quimioterapéutico es
una auristatina o un maitansinoide.

20. Una composicion para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 14, en la que dichos anticuerpo o fragmento de
anticuerpo se co-administran con otro agente terapéutico del cancer.

21. Una composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 20, en la que el otro agente terapéutico del
cancer es trastuzumab o paclitaxel.

22. Un péptido de acuerdo con la reivindicacion 1 y/o una secuencia de nucleétidos que codifica dicho péptido para
su uso en el tratamiento terapéutico y/o profilactico del cancer, comprendiendo el tratamiento la generacion de una
respuesta inmunitaria dirigida contra una proteina de SEC ID N%: 3,5, 7 0 9.

23. Un péptido y/o una secuencia de nucleétidos para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 22, en los que dicha
respuesta inmunitaria se genera por un método que comprende:

proporcionar dicho péptido y/o dicha secuencia de acido nucleico; y,
poner en contacto el péptido con una célula T citotéxica (CTL) que destruye una célula autdloga que expresa la
proteina de SEC ID N: 3, 5, 7 0 9 después de una activacién.

24. Uso de una composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 en la fabricaciéon de un
medicamento para inhibir el crecimiento de células cancerosas que expresan una proteina de SEC ID N%: 3,5,7 09,
en donde el crecimiento de dichas células cancerosas se inhibe administrando la composiciéon a las células y en
donde el cancer o la composicién son opcionalmente como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 9 y
delat13ala?21.

25. Uso de un polinucleétido como se define en la reivindicacion 10 en la fabricacion de un medicamento para inhibir
el crecimiento de células cancerosas que expresan una proteina de SEC ID N%: 3, 5, 7 0 9, en donde el crecimiento
de dichas células cancerosas se inhibe administrando el polinucleétido a las células.

26. Uso de un vector como se define en la reivindicacién 11 o en la reivindicacion 12 en la fabricacion de un
medicamento para inhibir el crecimiento de células cancerosas que expresan una proteina de SEC ID N%: 3,5,70 9.

27. Uso de un péptido de acuerdo con la reivindicacion 1 y/o de una secuencia de nucleétidos que codifica dicho
péptido en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento profilactico del cancer, comprendiendo el
tratamiento la generacién de una respuesta inmunitaria dirigida contra una proteina de SEC ID N%: 3, 5,7 0 9, en
donde la respuesta inmunitaria se genera opcionalmente mediante un método que comprende:

proporcionar dicho péptido y/o dicha secuencia de acido nucleico; y
poner en contacto el polipéptido con una célula T citotéxica (CTL) que destruye una célula autdloga que expresa
la proteina de SEC ID N%: 3, 5, 7 0 9 después de una activacion.

28. Un método para detectar en una muestra la presencia de una proteina de SEC ID N°: 3, 5, 7 0 9, que comprende
las etapas de:

poner en contacto la muestra con un anticuerpo o un fragmento del mismo de la reivindicacion 2; vy,

determinar la existencia de un complejo entre el anticuerpo o un fragmento del mismo y la proteina de SEC ID
N%:3,5,7009.

149



ES 2537074 T3

Figura 1: secuencia HSS de STEAP-1 de 436 nucleétidos. (SEC ID N2: 1)

1 GTACAGCAAA AAAGAAACTG AGMGCGCAA ACTGCTTTCT TGT'I‘AMA’I’C “CACTTATECA

61
121

181'

241
301
igl

421

|ACCAATGTGG ARACTTCTTA TACTTGGTTC. CATTATGAAS TTGGACAATT GCTGCTATCA
CACCTGGCAG GTAAACCAAT GCCARGAGAG TGATGGAAAC ‘CATTGGCAAG ACTTTGTTGA
TGACCAGGAT TGGAATTTTA TARARATATT GTTGATGGGA AGTTGCTAAR GGGTGAATTA
CITCCCTCAG AAGAGTGTAA AGARRAGTCA GAGATGCTAT AATAGCAGCT ATTTTAATIG
GCAAGTGCCA CTGTGGAAAG AGTTCCTGTG TGTGCTGARG TTCTGAAGGG CAGTCAAATT
CATCAGCATG “GGCTATTTGG TGCAAATGCA_AAAQCACAG? TCTTITTAGC ATGCTGGTCT
CTCCCGTGTC CTTATG

150



ES 2537074 T3

Figura 2:
Figura 2A. Secuencia de ADNc (SEC ID N2 2) y de aminoé&cidos (SEC ID N°: 3) de STEAP-1 v.1. La metionina
inicial esta subrayada. La fase de lectura abierta se extiende desde el &cido nucleico 66 al 1085 incluyendo el
codoén de terminacién.

1 ‘ccgaéaﬁté‘acﬁgﬁcaégcté'aggcg‘aagﬁgtgggtggctéaagoclatact&tt&tata’g
M E S R KD JITNG GETETSLWKMEP R
61 ) ae,tturscmcmmanmmcmccmmmmmsmmmwn
?;n--RﬁLﬂ’BDDYLHEDTGETsﬁI.K
121 GGAGRAATTTAGAAGARGACGATTATTIGCATARGEACACCECAGAGACCAGCATGCTAR
.40 R.P'V.L L H L H Q.T A HADE.F D C P 8
181 'mc;accrs:rcc'rmecnmccnccmtmcch@mmmwmsnmecm:
" g0 ELQHTQELFPQWELPIKIA!\
’ 241 ' CAGAACTTCAGCBCACP&CAGCAACTCTTTCCRCRGTGSCACTTGCCAATTMTAM
80 I I A8 L T F L YT L LRGETYTIHPTZSLA
301 CTATTATAGCATCTCTGACTTTTCTTTACACTCTTCTGAGGGAAGTART TCACCCTTTAG
ioe'-'rsnquyrxxpxz.vxnxvnr'
© 361 CAACTTCCCATCAACAATATTITTATAARATTCCAATCCTGATCATCARCARRGICTTOC
“:zb_'.'mvsxrnnnnvynpcvxanzv
'_4éi CAATGETTTCCATCACTCTCTTORCATIGG TTTACCTGECAGGTGTARTAGCAGCAATTA
140 Qhﬂxe'rxyxxrpawx.aaunn
481 chmcrm’rmmccmmmcmemmmcwssmmmam
60 T R K @ F @ L L 8 P P P A V L H A I ¥ S
541 Twmsmsmswcwmsmmmcmmmmmm
30 L S Y P M R R £ YR Y KE L N W A Y Q Q
601 Grgm*rci'rmcmmnssccamccmciammhmmcrmucmcnmwmc :
200 Vg ¢ NKEODAMNIEEHEDVYTUWERMNGET.?Y
661 mmmmwmsmmmcmsnmmmmm&mmmm
220 V S L 6 I V6 L ATILALTLAVYTS STI.P
721 ATGTGTCTCTGGGART TGTGAAATTGACARTAC TGSCTCTGTIGGCTCTGACATCTATTC
240 8 V.5 D 5 L T W RETFHTYTI QS K& a1
--78% CATCTGTGAGTGACTCTTTGACATCEAGAGAATTTCACTATATTCACAGCARGCTAGGRA
260 v 8 L L L 6 T I B A LTIPATOMNNTEKT MWTID
B4l ﬂaﬂwcccwcﬂcwassmcn»;mmégmmccmmmmmc
280 I X Q P VW YTPPFTPFMIAYV.F L PI
- 801 ATATARARCAATTIGTATGGTATACACCTCCARCTTTTATGATAGCTETTITGOTTCCAA |
30 VvV LIPKSTIDPTLOPECELREKTEKTITLEK
961 TTGTTETCCTGATATTTARARGCATACTATTCCTGCCATGCTTGAGGARGANGATACTGA
320 I R H G WEDJYTXINZ KTTE ETILGC CSS QLML
1021 AGATTAGACATGGTTGGGAAGACGTCACCARAATTAACAARACTGAGATATGTTCCCAGT
40 ] _' _
10862 TGTAGaatt;ctgtbta.:;‘:at;aca-t»t:t:ttgttcaata&:tgatatattl:tat:ca_ccaécatt
1143 t'caagt'ttgtatttgttaa-taaaatg&t_tacaaggaa&amaaaaaaaaaaaa
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Figura 2B. Secuencia de ADNc (SEC ID N®: 4) y de aminoacidos (SEC ID N°: 5) de STEAP-1 v.2. La metionina
inicial esta subrayada. La fase de lectura abierta se extiende desde el acido nucleico 96 al 872 incluyendo el codén
de terminacion.

'ixgaggcccgcacctctgggcagcagcggcagccgagactﬁacggtcaagctaaggcgaaga
M BE 8§ R K P I TN
ﬁlrgtgggtggctgaagccatactattttmtagaattaATG"AAAGCAGAAAAGACA%CACAA
101QEELWKMKPRRKLE-ED§YLH
B 21 ACCAAGAAGAACT‘}Z‘TGGMTGAAG CCTAGGAGAMTTTAGMGAAGACG?\WAW
3 XKD T GETSMLKRPVELLHELEER QST
181 kTAAGGACACGGGAGRGACCAGCA’“GC’I‘MGACCTGTGCTTTTGCAWACCM
50 AHADEFDCPSELQHTQELFP
241 CAG CCCA""GCTGRTGRA'I‘TTGAC’I‘GCCCTTCAGAACTTCAQCACACACA‘GGAACTCWTC
'70QWHLPIKIAAIIAS§:TFI‘YT
301 CACAGTGGCAC’I”I‘GCCAATTAAAATAGC’I‘GCTATTATAGCATCTCTGACTT’ITCTTTRCA
90 LLREvznpnn'rsaeQQwsxxz
361 CTC.T’I‘C’I‘GAGGGAAGTARTTCACCCCTTAGCAACTTCCCATCAACAATATITTTAW
lloPILVINKVL-PHVSITLb;ALV‘
423 ‘I'I‘CCAATCCTGGTCATCMCMAGTCT’I‘GCCAATGGTTTCCATCRC’I’C?I?CTMGJT’I‘?G
13 Y.L P ¢ VI AA IV QL HNGTXTY KK
481 TTTACCTGCCAGGTGTGATAGCAGCAATTGTCCARCTTCATAATGGANCCAAGTATAAGA -
150 F P H N‘LDKW'M-I;-TRKQFGI;LQF
541 AGTTTCCACA’I‘TGG'I".I‘GGATAAGTGGATGTTMCAAGMAGCAGTWGQGWTCM
170 F F A V L HE A I ¥ € L S Y P M R R § ¥ R
€01 TCTTT'I“I’TGC’I‘GTACTGCATGC&RWTATAGTCTGTCITACGCM’I’GMGEG&BQCTACA
190YKLV'LRW'RYQ&)VQQNKEZ.}AWI
661 GATACAAGTTGCTAAACTGGGCATATCAACAGGTCCARCAARRTARAGARGATGCCTGGA
QIOEHDVi'?RMEIYVSIsGiVGLAI
721 T'IGAGCATGATG‘I’TTGGAGMTGGAGATT‘I’ATGTGTCTCTGGGAA’Z‘I‘GMGAMGCM
___2;9‘_1.;&1.1.3&??3r?svsnsn'rwna
781 TACWWNWT@AMK%WW&WGM
256 F H Y I Q V N N I + _
841 Mmcm-mmmmmp.mmumwmataaccctaagaggtaaaccttctctt
901 ﬁgtgcttatgatatagaatatgttgace;taccceataaaaaataataaatgtttétcaa
61 cégcaaagatcétatacttgttccaaﬁﬁaataatgtgetctcctgttgttttccctattg
1021 cttctaétﬁaggacaagtgtttcctagacataaataaaaggcattaaaatattctttétt
L1081 ttt:ttttttttgtttgtttghtttttgtl:i:gtt:tgtttgttt‘ttttgagatgaagtcbcg
1141 ctctgttgcccatgctggagtacag;ggcacgatc;cggctcactgcaacctgcgcctcc
1291’tgggtt¢aggc§attctcttgcctcagcctcctgagtagctgggattacanbacccatc
1261 avcatgtecagetaatititgtattttrtagtagagacagggttttocccatygttggecagy
1321 ctggtctcgatctcctgacctcaaatgatecgeccaccteggecteccaaagtgetggga
1381»tgadégttgtgagccaecacaebcagcctgctctttetaatatttgaaaettgt;agaca
1;41 . acétgctaéocatctaatgtgétatt»!;taggéatccaatatgca-tggtttaﬁtattfctt
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aaaazaaatattcttttacctgtcatctgastttagtaatgecttttatgttacacaact

tagcactttécagaaacaaaaactctétccttgaaataatagagtttttabctaécaaag
atatgctagtgtctcatttcaaaggctgctttttccagcttacattttatatacttactc
acttgaagtttctaaacattcttgtaattttaaaactatctcagatttactgaggtttat
cttctggtggtagattatccataagaagagtgatgtgccagaatcactctggga@cc&tg
tctgacaégattcaaaggactaaatttaéttcagtcatgaacactgécaattaccgttta
tgggtagacatctttggaaatttccacaaggtcagacattcgcaactatcccttctacat
gtccacacgtatactccaacactttattaggcatctgattagtttggaaagtatgcctcc
atctgaattagtqcagtgtggcttagagttggtacaacattctcacagaatttcctaatt
ttgtaggttcagcctgatéaqcactggagttctttggtcctcattaaatagttttcttca'

cacattgctctgectgttacacatatgatgaacactgetttttagacttcattaggaatt

taggactgcatcttgacaacfgagcctattctactatatgtacaatacctagcécataat
aggtatacéafacééabttgétaaaa¢t$éttttcaaccaatgacatgtatttt;céatt
agtaacctagééatgtttcécttaaaatctgagéacfggttacadtacaagtt@ccbtgg
agattbaiaEatgaaaacgcaaacttagctatﬁtgattgtabtcactgggactéadgaat
gégcétgé#taaiﬁgtgagtfcgétttgttctggcaggétaatg&cc&tttccagtaaag
tgaatagaggtcagaagtcgtataaaagaggtgttgtcagaacaccgttgagattacata
ggtgaacaactatttttaagcaactttatttgtgtagtgacaaagcatcccaatgcaggc
tgaaatgtttcatcacatctctggabctctctattttgtgcagacattgaaaaaattgte
catattatttccatgttatcagaatatttgattttttaaasacataggccaagticatte
acttcattahtcatttatcaaaatcagagtgaatcacattagtcgccttcacaactgata
aagatcactgaagtcaaattgatttttgctaCaatcttcaatctacctatatttaattga
gaatctaaaatgtacaaatcattgtgttgattetgeagtgatectgetataagtaagact
cagtccétga;tttaggtatcctgtga&aagcagaattaagacaaatacacaagggacaa
agcacaaéaaataaatatcataaggggatgaaca#aatggtggagaaagagtagacaaag
tttttgatcacctgccttcaaagaaaggctgtgaattttgttcacttagabagcttggng
acaagaaattacccaaaagtaaggtgaggaggataggcaaaaagagcagaaagatgtgaa
tggacattgttgagaaatgtgataggaaaacaahcatagataaaggattbccaagcaaca
gagcatatccagatgaggtaggatgggataaactcttattgaaccaabcttcgccaattt

';atftiEcEtttgéégégcaééétaggaSEEgttﬁchttetaCtgggeaca;ﬁacéégc

attgatttttgcctggaataagtggatagatataaaacaatttgtatggtatacacctec
aacttttatgatagctgtpttccttccaattgttQtéptgatabttaaaagcatactatt
cctgccatgcttgqggaagaagatactgaagattagacatggttgggaaéﬁcgecaééaa
aattaacaaaéctgagatatgttcccagttgtagaabtactgtbtacacacatttttgtt
caatattgatatattttatcaccaacatttcaagﬁttgtatttgttaataahatgatﬁat

tcaaggaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
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Figura 2C. Secuencia de ADNc (SEC ID N®: 6) y de aminoacidos (SEC ID N°: 7) de STEAP-1 v.3. La metionina
inicial esta subrayada. La fase de lectura abierta se extiende desde el acido nucleico 96 al 944 incluyendo el codén
de terminacion.
1 ggggcccgcacctctgggcagcagccgcagccgagactcacggbcaagctaaggcgaaga
3 . B o M B 8 R X D I T R
6L gtgggtggctgaagccatactattttatagaattaATGGAAAGCAGhAA&GACA&ChCAA
10 g E B L W KM K P R R ¥ L E E D D Y. b R
T121 ACCAAGAAGAACTTTGGAAAATGAAGCCTAGGAGARATTTAGAAGAAGACGAETATTTGC
30 XK b7 g BE T 58 M L X R . P V L L B L H QT
181 ATAAGGACACGGGAGAGACCAGCATGCTAAAAAGACCTGTGCTTTTGCATTTGCH"CAAA
50 A H A'D E F b C P S E L 0 HT Q@ £E L F P .
241 CAGC CCA’I‘GCTGA'I‘GAAT‘I‘TGACTGCCCTTCAGAACTTCAGCACACACAGGAACTCTTTC
70 Q W H L P X K I A R r I A S L T F L Y T
“301 CACAGTGGCACTTGCCMTTAMATAGCTGCTATTATAGCA’I‘CTC'I’GACT’I"I‘TC’ITT’_Z‘ACA
0 L L R E V I HPLATSHQ@Qa@VYTFY¥YKTI
381 cTCTTCTGAGGGAAGTAMTCACCCTTTAGcmcmcummmmmmm
‘110 P IR v I ¥ KV L P MV 8 I T L LI A ﬁ' v
'421'TTCCAATCCTGGTCATCAACAAAGTCTTGCCAATGGTTTCCATCACTCTCTTGGCATTGG
130 YI.:PGVJ:AKI.VQLE&GTKYKK
“am1 'J:-:r'mccTGCCAGQTGTGATAGcmcmrmwcmcmmmamemcmcmrm '
15 F P H W L D KWMZLTRTEKTEPGTILTL 5 F
541 AGTTTCCACATTGGTTGGATAAGTGGATGTTAACAAGARAGCAGTTIGGGCTICTCAGTT
170 ¥ F AV L H A I ¥ 5 L 8 Y P MR R S Y R
801 'I‘C’I‘TT‘I"I‘TGC'Z&’G’I‘ACTG CATGCAATTTATAG’I‘C?GTC;‘TAGGCAAM&GGCGAW@ACR
190 Yxnn‘ﬁwax‘oqﬁr‘eonxn;na‘wlx
661 GATACAAGTTGCTAAACTGGGCATATCARCAGGTCCARCARAATARAGARGATCCOTGEA
210 B H DV W R M E I YV S§ L G IV G6LAI
721 TTGAGCATGA&GTTTGGAGARTGGAGATTTATGTGTCTCTGQGA&&?G@GGGA&%GQCAA
- 23¢ L A’ L AV T § 1 P 8 V s P 5§ L T W R E

781 TACTGGCTCTGTTGGCTGTGECATCThTTUC&TCTGTGAGTGACTCTTTGBCAIGGRGAG

2590 F.H ¥ ¥ ¢ 1 1 H XK K 8 b V P E 8 B W D P
841 AATTTCACTATATTCAGATTATCCATARCARGAGTGATGTCCCAGAATCACTCTGECATC
270 €C-L T R F XK G L N L I @ § * ’

801 bTTGTC?GACARGA&TCAAAGG&CTAAA&?TAATTCNGECA@GAacactgccagttaccg

861 ;tta:gggtagacatccttggaéabttccacéagagcaagctaggaattgtttcgcttct
1021 actgggcacaatacacgcattgatttttgectggaataagtggatagatataaaacaatt
1081 tgtatggtéﬁacacdtccaacttttatgatagctgttttccﬁtccaattgttgtcctgat
1141 atttaaaagcatactaﬁtcctgccatgcttgaggaagaagatactgaagattagacatgg
1201 ttgggaagacgtcaccaaaattaacaaaac:gagatatgttcccagttgtagaattactg
1261 tttacagacatttttgttcantattgatatantttatcaccaacatttcaagtttgtatt
1321 tgttaataaaatgattattcaaggaaaaaaaaaaasaaaaaaaaa .
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Figura 2D. Secuencia de ADNc (SEC ID N2 8) y de aminoacidos (SEC ID N°: 9) de STEAP-1 v.4 La metionina
inicial estd subrayada. La fase de lectura abierta se extiende desde el &cido nucleico 96 al 872 incluyendo el
codoén de terminacién.

1 gggégcbgéaccﬁctgggcagcagcggcagcégagéé@cacggtcaégctaaggcgaaga
1 o B "M E 8§ R K D I T N
61 gtgggtggctgaagccatactattttatagaattaATGGAAAGCAGA&AAGKCATCACAA
10 © B E L W XM XK PRRNTILETETDDY L H
T121 ACCAAGAAGAQCTTTGGAAAATGAAGCCTAGGAGAAATTTAGAAGAAGHCGATTATT?GC_
30 K. D w € E T 8 M L K R P VL L H L g QT
181 AT&AGGACACGGGAGAGACCAGCATGCTAAAAAGAGCTGTGCTTTTGCATTTGCAGCAAA
50 A'HRADEBFDC®PS ELQHTQETLF P
zéi‘CAGCCCATGCTGATGAATTTGACTGCCCTTCAGAACTTCAGChCACkCAGGAﬁCTCTTTC"
70 Q@ W H L P I K I A A I I'A S L TUFIL YT
-;301'CACAGTGGCACTTGCCAATTAAAATAGcTGCTATTATAuCATCTC?GACTTTmcrrrmca
‘%0 L L R E V I RBRPLAT S H Q QY P Y K I
_'361‘CTCTTCTGAGGGAAGTAATTCAOCCCTTAGCAACTTGGCATCAkcaATATTTTTAmAAAA
110 P I I 'V . I N K V b PM V.5 I T L L AL R'S
'421‘TTcCAATCCTGGTCAmCAACAAAGTCTTGGCAAEGGTT@QCATCAC%CTCTTGGCATTGG
130 Y L P G V I A A I V OQLHNGTT KUY K K
481 TTTACCTGCCAGGTGTGATAGCKGCAATTGTCCAKCTTCATAATGGARCCAAGTATARGA
350 P P H W L. D K W M L T R XK Q F 8 L L § L
541 AGTTTCCACATTGGTTGGATAAGTGGATGTTAACAAGAAAGCAGTTmGGscrmcmanTT
170 F F A V 1L B A.I ¥ §L 8 Y P MRRS Y R
601 TGTTTTTTGCTGTACTGCATGCAATTTATAGTCTG?CTTAQGCAAEGRGGCGA@GCE&GA
19 Y X L LN WA Y QQV OQQNTEKTEDRAGW.I
661.GATACAAGTTGCTAAACTGGGCATATcAAcAGGTCCAACAAkA@AAAGAAGA@GGCTGGA
200 E.H D VW R M E I ¥ VS8 L GIVGUL A I
721 TTGAGcAmGATGTTTGGAGAATGGAGATTTA%GTG@C%CTGGGAAT@G%GGGATTGGCAA
230 L A L L AV T S I P § V S DS L T W R B
781 TACTGGCTCTGTreaCTGTGACAECTATmCCATCTGTGAGTGACTCTTEGACATGGkGAs
250 F H Y I Q V N N I *
841 AATTTCACTATATTCAGGTAAAEAAiATATAAaataaccctaagaggtaaatct@cacté
801 tgtgtttatgatatagéatatgttgactttaécccataaaaaétaacaaatgittttcaa
961 cagcasagatcttatacttgttccaattastaatgtgetctectgttgtitttcoctatty
1621 ctgctaattaggagaagtgtttcctagacataaataaaaggcattaaaatattctttgtt ’
1081 ttt:tttttttgtttgéttgttttttgtttgtttgcttgttcttttgagatgaagncccg
ll41 ctctgttgcé#atgctggagtacagtggcacgatctcggctcactgcaacgtgcgcctcc
1201 tgggttcaggcgattctettgecteagectectgagtagetgggattacaggcacccatc
1261 accatgtccagctaatttttgtatttitagtigagacagggtttteccatgttggecagg
1321 ctggtcbégabchcctgacctcaaatgatcQQCQF&cctcggcctcccaaagtgctggga
1381 tgacagttgtgagccaccacacﬁcagbctgététttctaatatt&gaaadﬁtgttagpcé
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atttg;tacccatchaangtgaCattttaggaatccaatatgcatggtttattatbtct;
aaaaaaaatattcttttacctgtcacctgaatttagtaatgecttttatgttacacaact
tagcactttccagaaacaaaaacbctctccttgaaataatagagtttttatctaccaaag
atatgctagtgtctcatttcaaaggctgcttttbccagcttacattttatatacbtactc
acttgaagtttctaaatattctcgcaattttaaaactatctcagattcactgaggtttat
cttctggtggtagatfhtccataagaagagtgatgtgecagaatcactctgggaﬁccttg
tctgacaagattcaaaggactaaatttaa;t;agtcatgaacactgccaatt&ccg;tta_
tgggtagacatctttggaaatttccacaaggtcagacattcgcaactatcbcttctaeat
gtccacécgtatactccaacaptttattaggcatctgattagtttggaaagtatgcc&éc
atctgaattagtccagtgtggcttagagttggtacaacattcbcacagaatttcctaatt
ttgtaggttcagcctgatéaccactggagt:ctttggtccb;attaaatagctttctbca
cacéttgctEtgcctgtﬁacacatatgatgaacactgctttttagacttca:taggaatt
téggactgdatcttgacaactgagcctattqtac;atatgtacaatacétagcccataat:
aggtatacqaﬁaéacatttggtaaaactaatEtttaaccéatgacatgtatt;tbcaact_

'agtaacctagaaatgtttcacttaaaatctgagaactggttacactacaagttacottgg

agattcatatatgaaaacgcaaacttagctatttgattgtatbcactgggacttaagaat,

1gcgcctgaataattgtgagttcgatttgttctggcaggctaatgaccatttccagtaaag

tgaatagaggtcagaagtcgtataaaagaggtgtbgtcagaacaccgttgagatt;cata
ggtgaacaactatttttaagcaéct&tatttgtgtsgtgacaaagcatéccaatgcaggé
tgaaatgtttcatcacatctctggabctctcuattttgtgcagacattgaaaaaattgtt
catattatttccatgttatcagaatatttgattttttaaaaacataggccaagttcattc'
acttcattat:catttatcaaaatcagagtgaatcacattagtcgccttcacaactgata'
aagatcactgaagtcaaattgatttttgctataatcttcaahctaoctatatttaattga
gaatctaaaatgg;caaatcattgtgttgattctgcagtgatoctgctataagtaagéét
cagtccctgattttaggtatcctgtgaaaagcagaattaagacaaatac&caagagacaa
agcacaaaaaataaatatcataaggggatgaacaaaatggtggagaaagagtagacaaag
tttttgatcacctgccttcaaagaaaggctgtgaattttgttcacttagacagcbtggag
acaagaaattacccaaaagtaaggtgaggaggataggcaaaaagagcagaaaga:gtgaa
tggacattgttgagaaatgtgataggaaaacaatcatagétaaaggattthaagca@ca
ga;cétégéqaéégéaééééggﬁééggétagacﬁctfattéaaccaatctbcacc&attt
tgtttttcttttgcagagcaagctaggaattgtttcccttctactgggcacaatacécgc
attgatttttgcctggaataagtggatagatataaaacaatttgtatggtatacacctee
aacttttatgatagctgttttecttccaattgttgtectgatatttaaaagcatactatt
cctgccétgcttgagéaagaagatactgaagattagacatggttgggaagacg:caccaa
aattaacaaaactgagatatgttcccagttgtagaéttactgtttacacacétttttgtt
caatattgatatattttatcaccaacatttcaagtttgtatttgttaataaaatgattat

tcaaggaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
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Figura 2E. Secuencia de ADNc (SEC ID N?: 10) y de aminodcidos (SEC ID N%: 11) de STEAP-1 v.5. La metionina
inicial esta subrayada. La fase de lectura abierta se extiende desde el acido nucleico 96 al 872 incluyendo el codén
de terminacion.

'1_ggggcécgtac¢tctgggcégéagcggcagccgagaénéacggbcaagctaagccgaaga
1 N . o M E. 8 R KD I T N
'61’gtgggtggctgaagccatactattttatagaattaATGGAAAGCAGAAAAGAQATCKCAA
‘10 Q E E LW K M K. P R R N. L' E ED DY L H
C12i1 ACCAAGAAGAACTTTGGAAAATGAAGGCTASGAsAAATTTAGAAGAAGAGGATTATT?GC7.
30 K- D TG "E°T 8 M L K R PV L L H L B Q-T
16;'A&AAQGACACGGGAGAGACCAQCAWGCTAAAAAGAccTGTGcT@TTGCA&TTGCACCAAA"‘
50 A H ADEF DCPSEELOQHT®QETLTF P
‘2413CAGGCCATGCTGATGAATTTGACTGcccwwcAGAACTTCAQCASACACAQGAAQTCTTTC
70 Q W H L P I K IBAATIIASLTTFLY T
. 301 CACAGTGGCACTTGCCAATTAAAATAGCTGCTATTATRGCATCTCTGACTTTTCTTTRCA.
% - L L R E V- I K P L A T 8 HQ Q ¥ F Y K I
351'CTCTTCTGAGGGAAGTAATTCAGGCTTTAGCAHCT?CCCATGAACAATATTTTTA?AA&A
16 P I L V I N K V L. P MV 5 X T L'L AL V
421 TTcCAATCCTGGTCATCAACAAAGTCTTGcCAATGGTTmCCA$CACTCTcTTGGCAETGGj
130 Y.L P @ VI AA I V Q L n N 6 T K ¥ K K
481 TTTACCTGCCAGGTGTGATAGCAGCEATTGTCCAACTTCATAAEGGAAGCAAGTATEAGA )
150 F P HWILDKXKWMNILTREKLC QTFTG GTILTIELS F
541"AGTTTCCACATTGGTTGGAEAAGTGGATGTTAACAAGAAAGCAQTTT FCTORSY
i70 F ¥ A V L H A'XI Y 8 L 8 ¥ P M R R 8 ¥ R
601 TCTT?TITGCTGTRCTGCATGCAATTTATBGTCTGTCTTAGCCEAEGAGGCGA?GETACA--
19 ¥ K L L'N W A Y Q YV @ @ N K E D A W I
661 GATAQAAGTTGCTAAAQTGGGCA?A@CAACAGGTQCAACAAAAEQEHGABQAEGQCTGGA"
200 B H D V.W R M BE I ¥ vV § L 6 I V.G L A.I
921 TTGAGCAwGATGTTTGG&GAA:GGAGATTTATGTGTc&cweashnmwcwssahwmﬂsehh
236 L A L L AV T 8 L P 8V 8 D §E L T WR E
"781“TACTGGCTCTGTTGGCTGTGACA?CTAT?CQAECTGTGAGT&hCTCTTTGACAﬁﬁsmﬁke
250 F H Y I Q V N N I =+
841 AAETTCAﬁTﬁTAT%CAGGwAAATAATAThTAhaataaccctaagaggtaaatctGctttt
801 tgtgtttatga;atagaatatgttgactttaccccataaaaaataacaaa:gcttttcaa
:961 cagchaaéabcttabacttgttccaautaataatgtgétaﬁcetgttgttttccct&ttg
121 cttétaéttaggacaagtgtttcctagacataagtaaaaggcattaa&atatﬁCcutgtt
1081 ttctttttttggtttgtttgtttthtghctgﬁttgtttgtttctttgagatgaagggucg_
1141'ctctgttgcﬁcéﬁgctggagtﬂcégtggcacgathcgchcactgcaacccgcgcéicc

1201 tgggttcaggég#ttctcttgcctcagccﬂhcctgagtagctgggattace,ggcacccatc
1251'accatgtctagﬁﬁa%tttctgtattttcagtagagaéagggtﬁtteccatgttggdcagg
1321 ctggtctegateteoctgaccteasatgatecgeocaccteggectoccaaagtyctggga
1381 tga‘«cagt’:tgtgagcCaccaaaatcagectéctq&ttotaatatttgaaacttgtit-ag.aséaf' '
1441-atbtgétacecatctaatgtgatattttaggaatccaatatgcatggattautabhtctg
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aaaaaaaatatbcttttacctgbcécctgaaﬁttagtaatgccttttatéttaéacaatt

tagcactttccagaaacaaaaactcbctccttgaéatéatagagtttttatptaccaaag'
atatgctagtgtchatttcaaaggctgctttttecagcttacattCtatatactta;tc

acttgaagtttctaaatattcttgtaattttaaaaétac¢bcagatttactgaggtttat

cttctggtggcégattatccatéagaagagtgatgtgééagaatcactctgggabccttg

tctgacaagéttcaﬁaggabtaaatttaattcagfcatgaacactgccaattaccgttta

tgggtagacatctttggaaatttccacaaggtcagacattcgcaaotatcccttctacat"
gtccacacgtatactccaacactttattaggcatctgattagtttggaaagtatgcctcc
atctgaattagtccagtgtggcttagagttggtacaacattctcacagaatttcctaatt

ttgtaggttcagcctgataaccactggagttctttggtcctcattaaatagcbbtcttca
cacattgctctgcctgttacacatatgatgaacactgctttttagacttcattaggaatt
téggéctgéatéttgacaactgaécctattctaCtatatgtacaatacctagccc&taat
aggtatacaétaéacatttggtéaaactéattttcaaccaatgaéatgtatttttcaact
agtaacctagaaatgtttcacttaaaatctgagaactggttacactacaagttaccttgg
agattcatatatgaaaacgcaaacttagctatttgabtgtattcactgggacttaagaat
gcgcctgaataattgtgagttcgatttgttctggcaggctaatgaccatttccagtgaag
tgaatagaggtcagaagtbgtataaaégaggtgftgtcagaacaccgttgagattatata,
ggtgaacaactatttttaagcaactttatttgtgtagtgacéaagcatcccaatgqaggc
tgaaatgtttcatcégatctctggatctctctattttgtgdagacattgaaaaaattgtt
cataftatttccatgttaEcagaatatttgattttttéaaaaéataggccaagbbéahtc"
acttcattattcatttatcaaaatcagagtgaatcacattagtegoctteacaactgata
aagatcaétQaagtcaaattgatttttgctataatcttcéatctacctacatttaathga‘
gaatctaaaétgtécéaatcattgtgttgéttctgcagtgatcctgctataagtaagacc
cagtccctgattttaggtatcctgtgaaaagcagaattaagacaaatacacaagagacaa

'agcacaaaaaataaatatcataaggggatgaacaaaatggtggagaaagagtagacaaag

tttttgatcacctgccttcaaagaaaggctgtgaahtttgttcacbtagacagqttggag
acaaéaqattaqccaaaagtaaggtgaggaggatéggcéaaaagagcagaaagatgﬁgaa
tgggcattgttgagaagtébéataggéaaacaatcétagataaaggattaccaagcaaga
gagcatatccagatgaggtaggapgggataaacgctﬁattggéccaabctﬁﬁadcaattt
téEttit&tEiggeééggggagctaggaaétgtttccéttbtactgggc&cédtacacgc
attgatttttgcctggaataagtgga:agatataaaacaat:tgtatggtatacacetcc
aacttttatgatagctgttttcctcccaa&tg&tg;cctg&tatttaaaagcaéactatt
cctgcdatgcttgaggaégaagatactgaagaCtagacatggttgggaagacgteaccaa
aattaacaaaacﬁgagatatgttcccagttgtagaattactgtttacacacétttbtgtt
caatattgatatattttatcaccaacatttcaagtttgtatttgttaataaaatgattat

tcaaggaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
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Figura 2F. Secuencia de ADNc (SEC ID N% 12) y de aminoacidos (SEC ID N% 13) de STEAP-1 v.6. La
metionina inicial esta subrayada. La fase de lectura abierta se extiende desde el acido nucleico 96 al 872
incluyendo el codén de terminacion.

. 1 ggggcccgcacctctgggcagcagcggcagccgagactcacggtcaagctaaggcgaaga;
1- o -'MESRKDITN
C 81 gtgggtcgctgaagccatactattttatagaattaATGGAAAGCAGAAAAGACATCACAA'
u.;o'-'QEELnxmx@knuaannnynx_
121 ACCAAGAAGAACTTTGGAAAA’E‘GAAGCCTAGGAGAAATTTRGAAGMGACGATTAT”TGC
30 KD T G ET § ML K R P VL LHELTEHEGEGET
_5381.ATAAGGACACGGGAGAGACC&GCATGGTAAAAAGAQCTGm@CTTTEGCATTTGChﬂtAAAf
so'annnnr‘*ncpsxngn’rqgngp
) éa‘r 1 CAGCCCATGCTGATGRATTTGACTGCCCTTCAGRACTTCAGCACACACAGGARCTCTTIC
70 QWSLPEKIAAIIASLT?LYT
' 30 1 CACAGTGGCACTTGCCAATTAAAATAGCTGCTAT’I‘ATBGCATCTCWACTWHAEA :
-9_0LL.REVIH?LA-TS--EQQ-YF‘YRI-
351 CTCTTCTGAGGGAAGTAATTCRQCCCTTAGCMCTTCCCA’}.‘CAACMTATTTWATM .
330 PILVINKVE;PMVSITLEBALV
421 TTCCAATCCTGGTCATCAAGMAGTCTTGCCAA‘E‘GGT‘I"E‘GCAMTC’I’CWGGCAMI
._iﬁ30YLPGVIARIVQI:HNGTKYKK
. 481. TTTACCTGCCA’GGTGTGJ\TAGCAGCMTTGTCCMCT'{‘CATBBTGGAACCAAGTATW‘
_159_rpawnnannraxgyﬁhnsr'
5&1 AGT‘I‘I‘CCACAWGGTTGGA‘T’AAGNGNI’G‘I’TMCMGm@mm@cm@m'
1% F F AV L EA.I Y S L S Y P MRRE ¥R
601 ?CWCWTACTGCANCMMATAGNTGTCHACCCMWCGAMM
190 YKLLNRBYQQVQQNKEDAWI
6'51 GA'I‘ACAJ&GT‘I‘GCTAMCNGG&TATCAMAGGTWATMMGAW
210 EHDVWRMEIYVSLGIVGLAI”
721, 'ITGAGGAWATG mmmneamammwmmmmrw&écm
l235‘,bALLkVT$IF$VSDS£»TWR'E
""'751"-_TAC::GG::Tcmﬁesmmammnwmmmmmmmw
250 F H Y I Q V RN N 1 +
8a1 AAT:mcgCTAmAqunseTAAAEAATAEATnAaazaaccetaagaggtaaaacttdtmtt
'éo;ﬁtgtgtthatgatgtagaatatgttgacétta¢¢¢aataaaaaataacaaatgttttt¢aa*
961 cégcaéagatgttatacbﬁgttccaattaatéﬁtgtgetc;cctgttgttétecécattg_
1021 CttctaabtaggacaégtgtttcctagégaEaaataéaaggcaékaaaatatﬁqtttgtt
1081 ttttttgttttgtttgtttgttttttgtitatttgttigtetttttgagatgaagtoteg
1141 ctctgttgpccatgctggﬁgfacagtggcacgatctcggdtcactgeaacctgcgectdc
1201 tgggtbchggcgatcétcttgcctcagcﬁtcbtgaghag@tgggattacaggc&cccatc
1251'accatgtﬁaagctaatttttgtatttttagtagagaéagggttttcccacgbtggccégg
~1321-ctggtctcgﬁhctcctgacctcaaatgatccgcﬁeaécbéggcctcccaaagtgctgggs '
1331 tgacagttgtgagcpaccaéagbeagcctgehctttctaatatttgaaagttgttagaca'

.1441 atttgetacccatctaatgtgatattttaggaatcoaatatgeatggtttattatttott
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aaaaaaaatattcttttacctgtcécctgaatttagtaatgscttttatgttacacaact
tagcactctcéagaaacaaaaactctctccttgaaataatagagttfttatctaccaaag
atatgctagtgtctCatttcaaaggctgctttttccagcttacattttatatacttactc
acttgaagtttctaaatattcttgtaattttaaaactatctcagatttactgaggtttat
cttctggtggtagattatccataagaagagtgatgtgccagaatcactctgggabccbcg
tctgacaagattcaaaggaétaaatttaattcagtcatgaaCactgccaattaccgttta
tgggtagacatctttggaaatttceacaaggtcagacattcgcaactatcccttctacat
gtccacacgtatactccaacactttattaggcatctgattagtttggaaagtatgcctcc
atctgaattagtccagtgtggcttagagttggtacaacatbctcacagaattecctaatt
ttgtaggttcagcctgataaccactggagttctttggecctcattaaatagctbtcctca
cacattgctctgcctgttagacatatgatgaacactgctttttagacttcattaggaatt
taggactgcatcttgacaactgagcctattctactatatgtacéatacctagcccatqat

aggtatacaatacacatttggtaaaactaattttcaaeéaatgacatgtatttttcaact
agtaacctagaaatgtttcacttaaaatctgagaactggttacactacaagttaccttgg
agattcatatatgaaaacgcaaacttagctatttgattgtattcactgggacttaagaat
gcgcctgaataattgtgagtt¢gatttgttctggcaggctaatgaccatttccagtaaag
fgagtégaggtﬁaéaagtcgﬁataaaagaégtgttgtdagaacaccgttgagattacafa
ggtgaacaaétatttttgégbaéctt;atttgtgtagtga;éaagcatcocaaggcaggeI‘
tgaaatgtttéatéaéafcfctggatc:ctctattttg:gcagacattgaaaaaattﬁct

catéttatttccatgtfatqégaaﬁatttgattttttaaééacataggccaagttcatte

acttcattattcatttatEﬁaaatcagagtgaatcacattagttgctttcaqa&cbgata,
aagatcactgaagtcaaattgatttttgctataatctﬁcaatétacctatatttaaétga

gaatctaaaatgtacaaatcattgtgttgattctggagtgatcctgctataagtaagact

;agtccctgattttaggtbtcétgtgaaaagcagaattéagacaaatacacaagagacaa

agcacaaaaaataaétatcataaggggatgaacaaaatggtggagaaagagtaga'aaag
tttttgatcacctgccttcaaagaaaggctgtgaattbtgtbcacttagacagcttggag
acaagaaattacccaaaagtaaggtgaggaggataggcaaaaagagcagaaagatgtgaa
tggacattgttgagaaatgtgataggaaaacaatcatagataaaggatttccaagcaaca‘

'gggcgta?pcaga;ggggtgggg;ggggfaaqgtcbt;ttgaaccgatc;bcaccaattt
‘tgtttttcttttgcagagéaagctaggaattgtttcccttctactgggcacaatacaegc

attgatttttgcctggaataagtggatagatataaaacaatttgtatggtatacacctcc
aacttttatgatagctgttteccbtccnattgttgbcocgatatttaaaagcatactatt
cctgccatgcttgaggaagaagatactgaagattagacatggttgggaagacgbcaccaa
aattaacaaaactgagatatgttcccagttgtagaattactgtttacacacatttttgtt
caatattgatatattttatcaccaacatttcaagtttgtatttgttaataaaatgaﬁtat
tcaaggaaasaaaaaaaaaaaaaaaaa
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Figura 2G. Secuencia de ADNc (SEC ID N2 14) y de aminoacidos (SEC ID N2 15) de STEAP-1 v.7. La
metionina inicial esta subrayada. La fase de lectura abierta se extiende desde el acido nucleico 96 al 872
incluyendo el codén de terminacion.

1 ggggcccgcacct:ctgggcagcagcggcagccgacactcacggtcaagctaaggcgaaga

1 ' - M OE S R K D I T N

1 gtgggtggctgaagccataété-tf,i:ttatagaattaﬁIgGMAGCAGAAAAGACAMCAA_

10 @ EEL W KWMEKTPRIERNTLEEDRDY 1L H
‘121 ACCAAGAAGAAc‘r'r'rGGAAAATGAAGccmcc;mmrﬂmmshmmemnwmc
-30 K D ?T G EBE T S ML KRP VYV L L H L H Q o

1 8 1 ATAAGGACACGGGAGAGACCAGCA‘I‘GCTAAAMGACCTGI@CTTTNCATTTGCACCM
so‘A\nADancpsELonTan‘pp‘
241 CAGCCCATGCTGA’I‘GAATT‘I’GAC‘I‘GCCCT’I;CAGAACT’I‘CA’GCACACACAGWC'I‘CTWC
70 O W E L P I K'I A A.I I A8 L T F L Yy 7
301 CACAGTGGCACTTGCCAATTAAAATAGCTGCTATTATAGCA?CTCTGACTTTTCTTTACA&
BOLLREVIHPLATSHQQYFYKI—
‘361 CTCTTCTGAGGGAAGTAATTC&QCCCTTAGCARCTTCCCATCAACARTA&TTTTATAAAA
110 "P. I L V I N K VYV L P MV S$§I T L L AL YV
‘ ‘421 TTC‘CM'I’CCTGGTCATCAACMI&GTCTI‘GCCAATGGTTTCCA‘I@ACTCTCT&‘GGCATTGG :
130 YLPGVIAAIVQLBNGTKYKK.
481 TTTACCTGCCAGGTGTGATAGCAGCAATTGTCCAACT%CR&AA@GGAACCAAGmAEAkGA
150 » P H W L D K W M ET R K @ F @ &k L & F
541 .AGTTTCCACF&T’I‘GGITGGATAAG_TGGATGTTMCAAGMGCAG‘Z‘ITGGGCT&?CT»CAGN
170 F F AV L HA I Y S L SYPMBRRSE Y R
w"Sﬁi*TCTTTTTTGCTGTACTGCATGCAATTTATAGTCTGTCTTRQGCARTGRGGGGA&CCTACﬂ
130 Yxnauwayoovaoﬂxaﬁawx
661 GATACAAGTTGCTAAACTGGGCATATCAACAGGTCCaRCAAAAmAAAGAAGAEGCC?GGn
‘210 Eanvwnns:vasz,exvennx
721 TTGAGCATGATGT’I‘T"GAGAATGGAGATNAMTGTCTCTGQGMTTG’FGGGA‘ITGW
230‘LALLAVTSIPSVSDSLTWRE
7*781 TRCTGGCTCTGTTGGC%GTGACATCTATTCCATCTGTGAGTGACTCTT@GACA@GGEGAG

250 F B Y I Q V N N I »*

841 AATTTCACTATATmCAGGTAAAmAATATnTAAaataaccctaagaggtaaatcttctttt'

. 901,tgtgttta;ga;atagaatatgttgactttaccccataaaaaataacaaatgttthhcaa-
961 cagcaaagahcttaﬁactﬁgﬁtccaattaataatgtgctctcctgttgttttccctattg
1021 cttctaéttaggacéagtgttﬁcctagacataaataaaaggcattaaaatabtct@tgtt
1081 tttttttttttgﬁttgtttgttttttgtttgtttgattgtttttttgagatgaagtctcg
1141 ctcfgttgcCéatgétggaébacagtggcacgatctcggeteattgcaacctgcgcctcc
1201 tgggttcaggcgaftctcttgcctcagccccctgagtagctgggattacaggcactcatc
1261 accatgtccagectaatttttgtatttttagtagagacagggttttcocatgtiggecaqy
1321?ctggtctcgatéicctgacctcaaatgétccgcccac6§cggcctcccaaagtgctggga
“1331 'ugacagttgtgagccac;:‘a.caet:c:agcctgctcttt«aatatttszaaafcttgttagaca‘
1441 atttgecacceatctaatgtgatattttaggaatceaatatgoatagtttattatitett
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1501 aéaaéaaatéttctt;técctg;cacctgaatttagtaatgécttttatgbtacacaact
'156iftag;act;tccagaaacaaaaactctctccttgaaataétagégcttttabotaccaaag
‘1621'atatgctagtgtctcahtbcaaaggcﬁgctttttccagcttacattttatatacttaccc
Isai'aqttgaagtttcfaaa;attcttgtaéttttaaqactétctcagatttactgaggtbté;
1741 cttctggtggtagattatccataagaagagtgatgtgecagaatcactetgggatectty
léoi tctgacaagéttcaaaggactaaatttaattcagtcatgaacactgccaattaccgttta
1861 tgggtagacatctttggaaatttccacaaggtcagacatbcgcaactatcccttctacat
1921 gtccacacgtatactccaacactttattaggcatctgattagtttggaaagtatgcchcc
-1981 ntctgaattagtccagtgtggcttagagttggtacaacatCCccatagaatttcctaatt
2041 ttgtaggttcagcctgataaccactggagttctttggtccbcattaaatagctttcttca
) 2101 cacattgctctgcctgttacacatatgatgaacactgctttttagacttcattaggaatt
2161 taggactgcatcttgacaactgagcctattctactatatgtacaataccnagcccataat
2221 aggtatacaatacaca tttgg_taaaactaa ttttcaaccaatgacatgtatttttcaact .
2231,agtaacctagaaéfQtttéacttaaaatétgagaaétggtcacactacaagttaccbtgg
-234;Lagattcatatatgaaaaégcaaacttagctétttgattgtat;cactgggacttaagéat
'§401 gc§cc=gaataattthagttcgatttgttctggcagg&taatgaccatttccagtaaag
2461 tgaatagaggt¢agéagEggtataaaagaggtgttgtcagaaéaccgttgagattacata
25?1 ggtgaacaactatttttaagcaaétttatttgtgtagtgacaaagcatcccaatQCaggc.
2581 tgaaatgtttcatcacatctctggatctctctattttgtgcagacattgaaaaaattgtt
' 2641 catattatttccatgttatcagaatatttgattttttaaaaacataggccaagttcattc
- 2701 acttcattattcatttatcaaaatcagagtgaatcacattag»cgccttcacaactg;ta
276;‘aagatcactgaagtcaaéttghttttfgctataatcttcaatétacctatatttaattgé
2821~gaatctaaaatétacaaa§¢attgtg£tgattctgcagtgatccfgctataagtaagagt
2881L qagtCCctgatt;taggtatqctgfgaaaagcagaaﬁtaagécaaatacacaagagacaa
29;1'agcacaaaaaaﬁaaatatcataaggggatgaacaaaatggtggagaaagagtaggcaaag
300; tttEtgatcacctgcqttéahagﬁaaggétgtgaattttgh{cacttagécagcttggag
3osiwacaégaaatfacccaééagtaaégtgaggaggataggcaaéaagagcagaaagatgtgaa
~3121 tggﬁcéttgttgaéahdtgtg&ﬁaggaaaacaatcatagataaaggatttccaagchaca
3181 - gagcatatccagatgaggtaggatgggataaacnctcaccgaaccaatctccaccaattt
3241 tgtttttcttttgcagagcaagctaggaattgtttcccttctactgggcacaatacaogc
;3301 attgatttttgcqtgggataagtggatagatataaaacaatttgtatggtatacacctcc
3351‘aacttttatgatag¢tgttttcc§tccaattgttgbcctgatatctaaaagcat&ctétt
}3421‘cctgccafgcttgaggaégaagatactgaagattagacafggttgggaagacgtcaccaa
3481 aattaacaaaactgagatatgttcccagttgtagaattactgtttacacacatttttgtt
3541 caatattgatatattttatcaccaacatttcaagtttgtatttgttaataaaatgabtat

3601 tcaaggaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
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Figura 2H. Secuencia de ADNc (SEC ID N% 16) y de aminodacidos (SEC ID N% 17) de STEAP-1 v.8. La
metionina inicial esta subrayada. La fase de lectura abierta se extiende desde el acido nucleico 96 al 872
incluyendo el codén de terminacion.

1 ggggcccgcacctctgggﬁagcagcggcagccgagactcacggtcaagctaaggcgaaga_
1 ‘ o MESRKI)ITN'.
8% gtgggtggctgaagccatactattttatagaattaATGGmG‘CAGMGmmr '
10‘QEEL&KMKPRRNLEED§YLH
121 ACCAAGMGAACTTTGGAI}I\ATGAA@CCTAGGAGAAATTTAGARGMGA‘CGATTAT'%"Z.?GC
30 xn*reE'T‘S“HL'xnpv‘LLHnﬁ«QT
381 A‘I’AAGGACACGGGAGAGACCAGCATGCTAAAMGACC"‘«G'I‘GCTTT‘Z‘GCAT'ITGCACCAAA
.'50AHADEPDC’PSEL»QI{TQELFP‘
241 C‘AGCCCA’.E'GCTGA’I’GAATT’I‘GACTGCCC’I‘TCAGAACT?CAGCA‘CACACMGAACTCTWC )
”'10'~QWHLPIKI&AIIASLTFI&?T
3031 CACAGTGGCACT’I‘GCCAATTMTAGCTGCTATTA’I‘AGCRTC’BC’L‘GACT’I‘TTCTTTAUA
90 L!:REVIHPL&TS&QQY?I!KI
381 CTCTTCTGAGGGBMTAATTCACCCCTTAGCAACT’I‘CCCATCAWT&W’I‘M
~11‘0PILVIRKVLPMVSITLLAL‘VA
421 TTCCMTCCTGGTCATCAACAAAGTCTTGCCAAT@GTTTCCATCAC‘I’CTCTPGGCN{TGG .
‘130‘YLPGV:EAAIVQLBN‘GTKYKK
. 481 T'ITACC‘I’GCC&GGTGTGATAGCAGCMTTGTCCWTTCATMWQAAGTATM
150'prwLa'x—wvxhraxe'r}éhisf-r
541 AGTTTCCACATTGGTTGEATAAGTGGATCTTAMCARCARAGCACTTICGECTTCTCAGTT
170 F F A V L H A I'Y 8 W 8 ¥ P M R R 8§ Y R
801 TCTTTTTTGCTGTACTGCATGCARTTTATAGTCTGTCTTACCCAATGAGGCGATCCTACA
190 ¥ K L L ¥ W A Y 0 Q@ V Q G N K E D A W I
661 GATACAAGTTIGCTARACTGGGCATATCAACAGGTCCARCARAATARAGARGATECCTGEA
-‘:é;.o EEDVYV ®WR MNETTYV S8 L G-IV G1LA.I
721 ’I‘I‘GAGCATGA‘I‘GTINGAGMTMAWTANTGWTGGGMWGGAW
230 LALLAVTBIPBVSI‘DSLTWRB
781 TACTGGCTCTGTTGG@GTGACATCTATTCCATCTGTGAGMWAC&WM .
250FHYIQVH.NI*
841 _MTMCTATAWAGGTAAATAATATATAM&taaccc«téagaggtaaatcttettth
‘961'tgtétttatgatatagaatatgttgactttaccccataaaaagtagcaaatgtttttcaa_,
,951'cagéaaagatcttatacttéfﬁacaattaataatgﬁgctctccbgttgttttccctattg
1931 cttctaattaggaéaagtgtttcct&gacataaataaaaggcattaaaatattctbtgtt
1081 ttttttttti:tgti;tgt:tgtsttttgtttgtttgttegtt:g;;tgagatgaagcétcg '
1;4§~ctctgttgcccatgctggagtécagtggcacgatctcggctcactgcaacctgcécctcc
‘3201 tgggtﬁcaggbgattctcttgcctcagcctcctgagtagctgggattacaggcacccatc
1261 accatgtccagctaattttigtatitttagtagagacagggtttrcecatgttagecags
1321-étggtctcgabcﬁcctgaccbcaaatgatacgcccacctcggcctgacaaaghgctggga
11381 tgacagtigtgagccaccacactcagectgotottictaatatttgaaactigttagaca
1441 atttgctaccca%ctaatgtgaéa&tttaggaacecaatétgcatggcttattatttpﬁt
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1501 éaaééaaatattc:ttcacctgcqacctgaatttagtaatgccttttatgttacécaact
1561 tagcactttccagaaacaaéaactctctccttéaaatéatag#ébttttahctaccaaag'
1621 ttatgctagtgtctcatttcaaaggétgctﬁttt6cagcbta;attttatatacttactc'
1681‘acttgaagtttctaaétattcttgtaattttaaaactatctqégaﬁttactgaggtttat
1741 cttctggtggtagattatccataagaagagtgatgigcéagaatcaéh:tgggatccttg
1801 tctgacaagattcaaaggactaaatttaattcagtcatgaacactgccaattaccgttta
1861 tgggtagacatctttggaaatttccacaaggtcagacattcgcaactatcccttctacat
1921‘gtccacacgtatactccaacactttattaggcatc;gattagtttggaaagtatgccbcc
1981 atctgaattagtccagtgtggpttagagttggtacaacéttctcacagaatttcctaatt
2041 ttgtaggttcagcctgataaccactggagttctttggtcct¢attaaatagcttbcctca
2101 éacattgctcichtQttababatatgatgaaeactgétttttagactttattaggaatt
2161.taggactgcatct:gacaactgagcétattctactatatgtacaatacctagcccatéat‘
u2221,aggtatacaatacacatttggfaaaactaattttcaacéaaﬁgacétgtatttttcaatt
2281,égta&cctagaaatgtftcaéftaﬂaatctgagaactggbtacgctdcaagttaccttgg
.2341fagattcatatétgaaaacgéaaacttagctatttgattgtéttcactgggacctaagaét
‘240i-gcgcctgaataattgtgagttcgattﬁgttctggcaggctaaﬁgaccétttccagtaaag
2461 tgaatagaggtcagaagtcgtataaaagaggtgttgbcagaacaccgttgagabtacata
2521 ggtgaacaactatttttaagcaactttatttgtgtagtgacaaagcabcccaatgcaggc
2581 tgaaatgtttcatcacatctctggatctctctattttgtgcagacattgaaaaaattgtt
2641 catattatttccatgttatcagaatatttgattttttaaaaacataggccaagticatte
2701 acttcattattcatttatcaaaatcagagtgaatcacattagbcgccttcacaactgata"
2761 aagatcactgaagtcaaattgatttt gctataatcttcaatctacctatatttaattga
2821 gaatctaaaatgtacaaatcattgtgttgattctgcagtgatectgectataagtaagact
2881 cagtccctgattttaggtatcctdtgaaaagcagaattaagacaaatacacaagagacaa
2941 agéacaaaaaataaatatcétaaggggatgaécaaaatgétég&géaagagtagaca&ag
3001 t:tttgatcacctgcctbcaaagaaaggctgtgaattttgttcacttagacagcttggag
3061’acaagaaatcacccaaaagtaaggtgaggaggataggcaaaaagagcagaaagatgtgaa
3121 tggacattgttgagaaatgtgataggaaaacaatcatagataaaggatttccaagcaaca
3181 gagcatatccagatgaggtaggatgggataaactcttattgaaccaatcetteaccaattt
5241 tgtttttcttttgcagagcaagctaggaattgtttcécttctactgggcacaatacacgc
330 attgatttttgcctggaataagtggatagatataaaacaatttgtatggtatacaecbcc
3361 aacttttatgatagctgttttccttccaattgttgtoctgatatttaaaagcatactatt
3421 cctéccatgcttgaggaagaégatactgaagébfagacatggttgggaagacgtcaccaa
3481 aattaacaaaactgagatatgttcccagttgtagaattactgtttacacacatttttgtt
5541-caatattgatatattttatcaccaacatttcaaébt@gtatttgttaataaaatgattat
3601 tcaaggaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
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Figura 2l. Secuencia de ADNc (SEC ID N2: 18) y de aminoacidos (SEC ID N%: 19) de STEAP-1 v.9. La metionina
inicial esta subrayada. La fase de lectura abierta se extiende desde el acido nucleico 96 al 872 incluyendo el
codoén de terminacién.

1 gggg¢écgbac¢tctgggcagcag#ggcagccgagactéacgghcaaQCtaéggcgaaga
1 : M E &8 R'XD I TWN
61 gtgggtggctgaagccatactattttatagaattaATGGAAAGCAGMARGACATCRCAA
-iO-QEELWKMKPRRNLESDDYLH
121 RCCAAGAAGAACTTTGGAAAATGAAGCCTAGGAGAAATTTAGMGAAGA&CGATTA’I’I"PGC
30 KD T G E T S5 M L K R PV L ‘B H L B Q@ 7T
181 A‘I‘AAGGACACGGGAGAGAC CAGCATG‘CTAAAAAGACCTGTGCT’ITTGCBTWGCACCW
'50'AHADEFDCPSELQHTQELFP"
24 1 CAGCCCATGCTGA‘I‘GAA‘I’TTGACTGCCCT’ICAGAACTTCAGCACACACA"GAAWCT‘ITC .
70 QWHLPEKIAA::IASLTPLYTV
301 CACAGTGGCACTTGCCAA$ThhAATAGCTGCTATTATAGCAT&TCTGAQTTTTC?TTACR
90 Lnnsvxnpx,a-rsnc}qyrewxx
361 CTCTI’CTGAGGGAAGTAA’ITCACCCC TTAGCAACTTCCCA‘PCAACAATATTT‘I’I‘ATMM
11o.fprx,v1uxvz,pnvsI*rxax.nx.'v-
421 TTCCAATCCTGGTCA”CAACAAMTCTTGCCAATGGTTTGCA‘I’CACTCTCT’BGGCAMG -
13OYBPGVIAAIVQLHKGTKYK!C
.481 TT’I‘ACCTGCCAGG’I‘GTGATAGCAGCAATTGTCCAACTTCATAATGGAAOCAAGTATMGA .
is0 FPHW#DK&.HLTRKQF-G.L.I}SP
‘541 AGTITCCACATTGGTTGGATAAGTGGATGTTAACAAGAAAGCAGTTTGGGCTECTCAGTT
170 F P A VL HA I Y 8 L S Y P MRRTSES Y R
- 601 TCTTTTITGUTGTACTGUATGCAATTTATAGTCTGTCTTACCCAATOAGRCGATCCTACA
‘1_90Y.KELNWAYQQVQQNKEDAWI
66l. GATACMGTTGCTAMCNGGCATANMCAGGTCCMMTMAAGAMCM
2&0'E#DVW'RM:’;IYV@:LGIVGLAI
721 wemcmmmmmmemmnmmmmmmm' |
- 230 ILALLAVTSIPSVSBSLTWRE'
78 i TAC.'.I‘GGCTCTGTTGGCTGTGRCATCTA’ITC cnrmmmcamm
250 F H Y I Q@ VN K I * -
841 AATTTCACTATATTCAGGTARATAATATATARRataaccctaagaggtasatobbotttt
801, tgtgttﬁatgatatagaatatgttgactttaccccataaaa?auaacaaacgtttcucaa
961 cagéaaggai:cttatacttgttccaa@ttaatéatgtgct-ci:cctgttétbttccctat:tg
1021 cttctaattaggacaagtgfttdcﬁagacataaataaaaggcattaaaatattctttgtt
10#1'qttttttttttgtttgtttgttttttgtttgtttgtthgttgt;tﬁgagatgaagtcteg
1141 ctdtgttéaccatgctggagtaéagtggcacgatctcggctcadtgcaacctgcgcctca ‘
1201 tgggttcaggcgattccettgcctcagcctcctgagtagctgggattaaaggaacccatc
1261 ac&atgtccagctaatttttgtatttttagtagagacagggttttoccangttgge¢agg_
1323 ct:ggtcl:CQatctcct:gacc&caaa-tgatccgcccaccbcggcctccca,aagtgctggga :
‘1381 tgacagttgtgagccaccacactcagcctgctcnttctaatatctgaaacbtgttagaca
1441 atttgctacccatctaatgtgatattctaggaatccaatatgcatggtttattatttctt
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-1501 aaaaaaaatatbcttttacctgtcacctgaatttagtaabgccttbtabgctamacaact
1561 tagcactttccagaaacaaaaactctctccttgaaataatagagtttttabctaccaaag
1621 atattctagtgtctcatttcaaaggctgctttttccagcttacattbtatatacttactc
1631 aottgaagtttctaaatattcttgtaattttaaaactatctcagatttactgaggtttat
1741 cttctggtggtagattatccataagaagagtgatgtgccagaabcacbctgggabccttg
1801 tctgaéiagattcaaaggécqéaatbtaattcagtcatgaacac;gccaabtaccgttta
1861 tgggtagacatctttggaaatbtccacaaggtéagacattcghaactatccéttctacat
1921 gtccracacg-tatact-dcéa-éagtﬁ-tattaggcatg:—tgattagtttggaaagt'atgcct;cc
1981'atctgaattagtccagtgtggcEtﬂgagftgg;acaadﬁcbcbcacagaacttcctaatt

2041 -ttgtaggttéagcctga-téaécactggégt;ct;tggtcctcattaaafcag}:tttcct.ca'
2101 cacattgctctgectgttacacatatgatgaacactgetttttagactteattaggaatt
2161 caggac\:gcatcttgacéactgagéctattétéé\:acaitgt:a-caacacccagéccacaét
2221 aggtatacaatacacatttggtaaaactaattttcaaccaatgacatgtatttttcaact
2281 agtaacctagaaatgtttcacttaaaatctgagaactggttacactacaagttaccttgg-
‘2341 agattcatatatgaaaacgcaaacttagctatttgattgtabbcactgggacbtaagaac
2401 gcgcctgaataattgtgagttcgatttgttctggcaggctaatgaccatttccagtaaag
2461 tgaatagaggtcagaagtcgtataaaagaggtgttgtcagaacaccgttgagabtacata
2521 ggtgaacaactatttttaagcaactttatttgtgtagtgacaaagcatcccaatgcaggc
2581 tgaaatgtttcatcacatctctggabctctctattttgtgcagacattgaaaaaattgtt
2641 catattatttccatgttatcagaatatttgattttttaaaaacataggccaagttcattc
2701 acttcattatbcatttatcaaaatcagagtgaatcacatcagbcgccttcacaacegata
2761 aagatcactgaagtcaaatbgatttttgctataabcttcaatetacctatatttaattgak
2821 gaatctaaaatgtacaaatcattgtgttgattctgcagtgatoctQCtataagtaagact
2881° tagtccctgattttaggtathtgtgaaaagcagaattaagacaaqtacagaagagacaa
2941 agcacaaéaéataaafatcataagggéatgaacaaaatggﬁggagaaagagtagacaaag
3001 tttttgatcacctgccttcaaagaaaggctgtgaabbttgttcacttagacagcttggag
3061"acaagaaattacccaaaagtaaggbgaggaggataggcaaaaagagcagaaagatgtgaa
3121. tggacattgttgagaaatgtgataggaanacaatcatagataaaggatttccaagcaaca
.1181“gagcatathaga;ggggtaggatgggataaaqtcttattgaaccaatctbcaccaattt
:{241 -tgbttttctbttgca_tgagcaagdtagga&ttgbttccd:t-‘et.abtgggcacaatacacgc
3301 attgatttttgcctggaataagtggatagatataaaacaatttgtatggtaéacacetcc
3361 aacttttatgatagctgttttocttocaattgttgtectgatatttaaaageatactatt
3421 cctgccétgcttgaggaagaagatactgaagattagacatggbtgggaagacgbcaccaa
3481 aajtf;aacaaaactgagitamgtméqagt-.t:gtagaabtactgutacacacatttugte
3541 ¢aaxattgatatattbt&tcdocaacaittcéagtttgtaﬁttgetaataaaatgdttat
3601 tdahggaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

166



ES 2537074 T3

Figura 2J. Secuencia de ADNc (SEC ID N2 20) y de aminoéacidos (SEC ID N 21) de STEAP-1 v.10. La
metionina inicial esta subrayada. La fase de lectura abierta se extiende desde el acido nucleico 96 al 872
incluyendo el codén de terminacion.

1 ggggcccgcacctctgggcagcagcggcag(:cgagactcacggtcaagctaaggcga&ga .
S S nssnxnan
7'61 gtgggtggctgaagccatactattttatagaattaATGGAAAGC&GAAAﬁGACATCﬁChA
10 ngmwxmxpnnﬁbsspnfxnu
131 ACCAAGAAGAACTTTGGARAATGAAGCCTAGGAGARATTTACAAGAAGRCEATTATTITGC
"3'n_xb'rea'rsnz.rcn9\?&»}!1’..1-19'1."
181" ATAAGGACACGGGAGAGACCAGCATG c*mmmmcmmm‘rmch‘
50 AHABEEDCPSELQKTQELFP
241 c:nsCCCATGCTSATGAMTIGACmccmcmmwmscmmmnmm
7 QWHLPIKIARIIASLTEFILYT?T
201 E"Ac‘AGTGGGACTTQCCAATTAAMTAGCTGCTATTAT&GCATUFC'EGACT’I‘TI’C’I"I’TACA
'SO'LLREVIHPLRTSHQQYFYKI
361 C'.l‘cTTC'DGAGGGAAGTAATE‘CACCOCTTAGCMCTTGGCATCMCAATAMTTAM
'_.1‘1'0"p1:.vxﬁxvt.buvsx'rLLALv
" 421 'r'rccmmc'rcc:rmrmcmmrcmscmmmmm@cmcrmmm
130 Y L P 6 VI AAIV QL HNTGET XK Y KK
481 TTTACCTGCCAGGTGTGATAGCAGCARTTGTCCARCTTICATARIGGARCCARGTATARGA
150 ¥ P H W L DK #MLTRIKTG QPOGDL L 5 ¥
' 541 AGTTTCCACATTGGTTGGATARGTGGATCTTAACARGAAAGCAGTTIGGECTTICTCAGTT
170 P?AVLKAIYSthPMRRﬁYR
- 601 'rc'r'rTmscmmcrecmcmmmmwcmmﬂammmcmwcmm
190 YKLLN?)AYQQVQQN_KEZDAWI
EBY GmncmmcrmcmmmwaMmcMMrMemmmccm
210 snnvunﬂsxyvsmaxvenar
721 TTGAGCATGATGTTMGAGAAWMNA'MWNMmmmmanm
‘zad,nnnnnvwsxvsvsﬂsz,ﬂ:w:{s
781 TMMT&GW%A%WAWTWM@MA&W'
'zs'oﬁ'aquvnn::ki‘ '
. 841 mmmmmmmm'rmmrmmtaaccctaagaggtaaatctr.ct:ttc
. 501 tgtgtttatgatatagaatatgttgactttaccccataaaaaataacaaatgttttt&aa
?61.cag¢aaagatcttatanbtgttccaattaataatgtgcbctectgttgtttbccctattg_
1021 chtctaattaggaaaagtgtth¢¢taga¢ataaataaaaggcabtaaaatahtctttgtt
1081 tttttrttttigtttgtttgte tettgtitgtttgtttgtttttttgagatgaagtetey
‘3141 ptctgttgcccatgatggagt:acagtggcacgapgt:cggctca#t_gcaas:c__tgc_gcct:-c‘:_c:
'3291'tgggtccaggcgattctcttgcctcagccccctgagtagﬂtgggattacéggcacccacc
1261 aceatgtccagctaattttigtattittagtagagacagggtitteccatgttggeaagy
1321 cfggtbtcgatctcccgacctcaaatgaéccguccécctcggcccacaaaagtgctggga
1391'tgacagttgtgagccaccacacccagcctgctctttctaatatttgaaacttgttagaca
1441 atttgctacccatctnatgtgatattttaggaatccaatatgcatggtbtattatttctt
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aaaaaaaatattcttttaccﬁgtcacctgaatttagcaabgccttttatgttacacaact

tagcactttccagaaacaaaaactctctccttgaaataatagagtttttatctaccaaag
atatgctagtgtetcatttcaaaggctgctttttccagcttacattttatatactt&ctc
acttgaagtttctaaatattcttgtaattttaaaaatatctcagatbtactgaggbbtat.'
cttctggtggtagattatccataagamgagtgatgtgccagaabcactctgggabccttg,
tctgacaagattcaaaggactaaatttaattcagtcatgaacactgccaattaﬁcgbtta
tgggtagacatctttggaaatttccacaaggtcagacattcgcaaatatcccttctacat
gtccacacgtatastccaacaccctattaggcatctgattagcttggaaagtatgcctcc ‘
atctgaattagtccagtgtggcttagagttggtacaacatﬁcbcacagaatttcetaatt

ttgtqggttcagcctgataaccactggagtnctttggtoctcattaaatagcttﬁctbca
cacattgctctgccbgttacacatatgatgaacactgctttttagacttcattaggaatt
taggactgcatcttgacaactgagcctattctactatatgtacaatacctagcccataat
aggtatacaatacacatttggtaaaactaattttcaaccaatgacatgtatttttcaact
agtaacctagaaatgtttcacttaaaatctgagaactggttacactaaaagttaccttgg
agattcatatatgaaaacgcaa&cttagctatttgattgtattcactggg&cttaagaat
gcgcctgaataattgtgagttcgatttgttctggcaggctaatgactatthcagtaaag'
tgaatagaggtcagaagtcgtataaaagaggtgttgtcagaacaccgttgaga&tacata

ggtgaacaactatttttaagcaactttatttgtgtagtgagaaagcatceuaatgcgggc
tgaéafgtttcatcacabctctggaﬁctéﬁétattttgtgéagacattgaaaaaatcgtt_
catattatttccatgttatcagaatatbtgattttttaaaaacataggccaagttcattc
acttcattattcatttatcaaaatcagagtgaatcacattagtcgcctﬂcacaaccgata
aagatcactgaagtcaaat;gacttttgctataatctbcaatctacqtatatttaattga
gaatctaaaatgtacaaattattgtgﬁtgattctgcagﬁgatcctgctatéagtaagact

‘cagtccctgattttaggtatcctgtgaaaagcagaattaagacaaatacacaagagacaa
-agcacaaaaaataaatatcataaggggatgaacaaaatggtggagaaagagtagacaaag

tt:ttgapcacctgccttcaaagaaaggctgtgaattttgttaacttagacaQQttggag

.acaagaaattaéccaéaagtaéggtgaggaggataggéaaaaagagcagaaagaﬁgtgah'

tggacattgttgagﬁaatgtgataggaaaacaat¢atagataaaggatttccaagcaac&‘
gagcatatccagatgaggtaggatgggataaactcttattgaaccaatcttcaecaattt_

‘tgtttttcttttgcagageaagctaggaattgtttcccttctactgggcacaatacacgc
,attgatttttgcctggaataagtggatagatataaaacaatbtgtatggtatacacnbcc

aacttttatgatagctgttttccttccaattgttgtcctgatat&taaaagcaﬁac»att
cctgccatgcttgaggaagaagatactgaagattagacatggttgggaagacgtﬁaccaa

'éattaacaaaactgagatétgttcebagttgtagaattactgtt&aeaﬁacatttttgtt

Qaatattgatatattttaﬁcaccaaaétbtcaaétttgtatttgttaataaaatgattat

tcaaggaasaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
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Figura 2K. Secuencia de ADNc (SEC ID N2 22) y de aminoacidos (SEC ID N% 23) de STEAP-1 v.11.

ES 2537074 T3

La

metionina inicial esta subrayada. La fase de lectura abierta se extiende desde el acido nucleico 96 al 872
incluyendo el codén de terminacion.

1

1
gtgggtggctgaagcca!:act.attttatagaattaATGGAAA@CAGAAﬁA@Amm :
QEELWKMKPRRE?LEE&DYLH.
ACCAAGAAGAACTI’TGGAAAA‘EGAAGCCTAGGMAAATTTAGAAGMGMGATTAMGC ’
KDTGETSMLKRPVLLHLKQ’P-__

61

10
122

30

181
B0
241
70.

301

R
361
1100

421
130
461

150

- %1

180
661

210
721

230

C 781

250
841

- 801’

861
1021
1083
1141
120%

1261

1321

1381

1441

ggggecagcacctctgggcagcagcggcagccgagactcacggtcaagcztaaggcgaaga
M. E 8 R K ™1 T N

ATAAG GACACGGGAGAGAC CAG CATGCTMGACCTG 'PGCTTTWCA‘.KTTGCHQCAM

A n A'DE F D ‘c P § E L Q H T Q E L ¥ P
CAGCCCATGCTGATGAAL;1;ACTG@L;;4uﬁGAACTTCAGCACACACkGGABCWCTTTC
QW HDL P I K I A 'y I I A S L 2 F L Y T

CACMETGGCACTTGCCAATTAAAATAGCTGCTA’ETA’I‘AGCATCTCTGA‘CT‘I".{TCTTTACA
hLREVIHPLATBHQQX?}fEI
CTCTTCTGAGGGAAGTAA’IECACCCCTTAGCMCITCCCA‘BCAACAATRTI’MATAAAA

T’I"I’ACCTGCCJXGGTGTGATAGCAGCAATTGTCCARC‘I’I‘CNZ‘M’IGGAAQCAAGTA’I‘M
?PHWbDKﬂMLTRKQFGBI:ﬁF

AswrwccncammGGTTGGATAAGTGGAmGTTAACARGAAAGEHGTTTGGG&TTcwchﬁmr-
170
601

PP AV LHAILY SLSYPMRRSYR
TCTTTTT@GCTGTAQTGuA?GCAATTTATEQTCTGTCTTASGCAATGAHGCGAECCTE&A
Y KL L N WA Y QQV QQHNXETDAUWTI
GnmacnhermscTAAACTGGGcnrnwcnnnhsawacnncnnnnmnnnenxaameccmssa

B H DV WRMETIY ¥ 8 L @ I VG L AL
TTGAGCATGATGTTTGGEGAATGGAGATTTATGTGTCTC?GGGAATTGTBGGAE?GGCAA
‘L AL L AV TS I PS8V S DSLTUWRLE

TAWTNGCWTWAW@M@WWMGWAQAMQ :

F H Y I Q VNN.TI:®

AAWCTAEAMGGTMTAAmTATmataaccctaagaggt:a.aatct\hvctutt .

tgtgtbtatgatatagaa:tatg{:tgacm:«tacctcataaaaaataacaaatgtti:ttcaa
cagcaaagaccttatncttgttccaa’&taataatgtgctetcctgttgtttt:cccta%tg

cttctaattaggacaagtgtttcctagacataaataaaaggaattaaaatatﬁctttgtt ]

tttttttttttgtttgtttgt:tttttgtt-tgtttgtttgtttutttgagatgaagtatcg

ctctgttgcccat:gctggagtacagtggcacga&:ctcggcbcactgeaacct.gcgcctcc: :

tgggttcaggcgattctatt:gcctcagcctcctgagtagctgggatta«caggcacccatc:
accas;gtm:agctaattttt:gtattttﬂ:agtagagacagggttttcecatgttggccagg

-ct:ggt:ctcgat:ctcctgacctcaaa{:gaecs:gccc&cchcggcc«tcecaaagtgctggga

tgacagt»tgtgagcca&:cacactcagcctgbtt:tt:tctaatatt»tgaa&cttgttagaca

at:ttgctacccatctaa&:gtgatattttaggaatccaatatgcatggt:%:t:at:tatl:tctt :
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1501
1561
1621
1681
17491
1801
1861
1521
1981
2041
2101

2161

2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
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2941
3001

3061
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3181
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3541

3601
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aaéaaaaatattcttttacctgtcacctgaattfagtaatgccttttahgttacacaact
tagCactttccégaaacéaaaactctdiccttgaaataatagagﬁtﬁtfa&étaecaaag
atatgctagtgtctcatttcaaaggcfgctttttccagcttacattttétataéttact&
acttgaag;ttctaaatattcttgtaattttaaaéctatctqagatttacbgaggtﬁtat
cttctggtggtagattatccataagaagégtgangﬁgécagaatcactctgggatccttg
tctgacaégattcaaaggactaéétttaattcagtcatgéacactgccaattaecgttta
tgggtagacatctttggaaatttccacaaggtcagacattcgcaactatcccttctacat
gtccacacgtatactccaacactttattaggcatctgattagtttggaaagtatgectcc
atctgaattagtccagtgtggcttagagttggtacaacattctcacagaatttcctaatt
ttgtaggttcagcctgataaccactggagttctttggtcctcattaaatagctttcttca
cacattgctctgcctgttacacatatgatgaacactgctttttagacttca:taggaatt
taggaptg;atcttgacaactgagcctattctactatatgtacaatacctagcccataat
aggtathcaétacacatttggtaéaactaattttcaaccaatgacatgtattttﬁcaact
agtaacctagaaatgtttcacttaaaatctgagaactggttacactacaagttaccbtgg
agattcatatatgaaaatgcaaacttagctatttgattgtattcactgggacttaagaat
gcgcctgaataatcgtgagttcgatttgttctggcaggctaatgaccatttccagtaaag
tgaatagaggtcagaagtcgtataaaagaggtgttgtcagaacaccgttgagattacata
ggtgaacaactatttttaagcaactttatttgtgtagtgacaaagcatcccaatgcaggc
tgaaatgtttcatcacatctctggatctctctattttgtgcagacattgaaaaaattgtt
catattatttccatgttatcagaa;atttgattt;t;aaaaacataggccaagtbcattc
acttcattattcatttatcaaaatcagagtgéatéacattagtcgccttcacaaétgata
aagatcactgaagtcaaattgatttttgctétaatcttcaatctacctatattzaattga
gaatctaaaatgtacaaatcattgtgttgattctgcagtgatecctgetataagtaigact
cégtccctgattttaggtatcctgtgaaaagcagaattaagacaaatqcacaagagacaa
agcacaaaasataaatatcataaggggatgaacaaaatggtggagaaagagtagacaaag
ﬁttﬁtgétcacctgccttcaaagaéaggctgtgaattbtgttcacttag&cagcttggag-
ac#agaaattacccaaaa§taaggtgaggaégataggcaaaaagagdagaaagatgtgaa
tggacattgttgagaaatgtgataggaaaacaatcatagataaaggatbtccaagcaaca
gagcatatccagatgaggtaggatgggataaactcttattgnaccaatetteaccaattt
tgtttttcttttgeagagcaagctaggaattgtttccctuctactgggcacaatacacgc‘
attgatttttgcctggaataagtggatagatataaaacaatttgtatggtatacacctcc
aacttttatgatagctgttttccttccaattgttgtcctgatat%taaaagcat&ctatt
cctgccatgcttgaggaagaag&tactgaagattagacatggttgggaagacgtcaecaa
aattaacaaaactgagatatgttcccagttgtagaattactgtttacacacatttttgtt
caatattgacatattttatcaccaacatttcaagtttgtatttgttaataaaatgattat
tcaaggaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
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Figura 2L. Secuencia de ADNc (SEC ID N%: 24) y de aminoéacidos (SEC ID N2: 25) de STEAP-1 v.12. La metionina
inicial estéd subrayada. La fase de lectura abierta se extiende desde el &cido nucleico 96 al 872 incluyendo el codén
de terminacion.

1 ggggcccgcacctctgggcagcagcggcagccgagac{:cacggt«caagctaaggcgaaga
1 ‘mssnxﬁx'rﬁ
61 gtgggtggctgaagccatactattttatagaattaATGGAAHGCAGAA&AGACRTC&CAA
'10'QEELNKNKPRRNLBEDDYL‘H
1 2 1 ACCAAGAAGAACTTTGGAAAATGAA& CTAGSAGAAATTTAGARGARCACGATTATTEGC
‘30KDTGETSMLKR?VI:LHBHQT
181 ATAAGGAQACGGGA‘GAGAC CRG CATGCTMAAAGACCWWCAWC&GW
.SOAHADEFBCPSBLQHTQEL.I’P
) 2 41 CAGCCCATGC'PGATGAA’I‘TTGACTGCCCT‘I*CAGAACTTCAGCACACACAGGAM’I‘CMC
70,QNHLPIKIAA];II\SLTFLYT
3ol CACAG’I‘GG CAC‘I‘I‘GCCAA'I‘TAAAATAGCTGCTATTATAGCA’I’CTCTGACTMCMAC&
'QULLREVIHE’LA\’I‘S&QOYPY.‘KI
361 CTCT'I‘C“J’GAGGGAAGTAATTCACCCCTTAGCMCNCCCAMMCAATAWATMA
IIGPILVINKVLPMVSITLI;A&V
) 4 2 1 TTCCAATCCTGGTCATCAACAWTCTWCCAATGGTTTGCATCACNTCWGGCATMG
.13'0YLPGVIAAIVQ4LHNGTK‘¥KR
481 TTTA:CC‘I‘GCC’AGG‘I‘G’I‘GATAGCAGCAATTGTGCAHCTTCA’I‘AA’E@GAACCAAG‘I‘&TM ’
150FPHWI‘.|D!CWH£:TRKQFGLESF
541 MTX‘I‘CCACATTGGTNGATMGTGG)\TGTTMCM&GAMGCAGMGWW
1% F P AV L HAIYS L 8 Y P MRERSEY¥ R
601 mmmm’rmmm CAATTTATAGTCTGTCTTACCCARTEAGGEGATCETACA
10 'Y X L b N W A Y 0 @ ¥V 0 Q¥ K BE D AW I
661 GATACAAGTTGCTARACTGGGCATATCAMCACETCCARCARAATARAGAAGATGCCTGGA
2000 E H DV WRMETIZYUV S L G IV G L AT
721 mmdnmmmammmeamammmmmmmnmm
220 L AL L AV TS I PSSV SDSETL T W RE
- 781 TACTGGCTCTETTGOCTAGTGACATCTATTCCATCTGTCAGTCACTCTTTGACATGGAGAG
256 P H Y I Q V N K I * ‘
841 MﬂM&CTATAT’PCAGGTMATAATATATM&atamctaagaggtaaat:ct:i:ctttt
901 tgtgtttatgatatagaatatgt:gactttacaccataaaaaataacaaatgtttttcaa
961 cagcaaagatcttatacttgttccaattaataatgtgctcncctgttgttttccctattg
1921 cttctaattaggacaagtgtttcctagacataaataaaaggcattaaaabﬂttctttgtt
1081 u:gttt:t:ttnugtttgtttg-..ttt-ttgtt:t.gz.t:tgt:ttgttt-ttctgagatgaagtctcg
1141 ctctgttgcccetgctggagtacagtgggnpgatctcggctcactgcaacctgcgcctcc
1201 tgggtteaggegattotettgocteagoctectgagtagetgggattacaggoaccrate
1261 décatgbccagctaattbttgtatt&ttagtagagacagggtttthcatgttégocagg
1321 ctggtotegatetectgacetedaatgateegeccacctoggecteocaaagtgetagga
1381 tgacagttgbgagccaccacactcagcctgctctttctaatattcgaaactugﬁtagaﬁa
1441 abﬁtgctacccatctaatgtgatatttgaggaatccaatatgcatggttcattatttctt
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aaaaaaaatattcttttacctgtcacctgaatttagtaatgecttttatgttacacaact
tagcéctttccagaaacaaaaactctctccttgéaataatagagtbtttatetaccaaag'
ataEghtégtgtctcaittcaaaggctgctttttccagcttacattttatatacttactc
acttgaﬁgﬁt?étaaatattctigtaattttaéaactatcbcagatttaétgaggtttat
cftc;géthfagattatccataagaagagégatgtgccagaatcactétgggatccttg

tctgachagaEtcaaaggacthéatttaat;cagtcatgaacactgccaattacégtbta

tgggtagacatt;ttggaaatttccacaaggtcagacattcgcaactatctébbotacat
gtccééacgtataétccaacactttattaggcatctgattagtttggaaagtatgcctcc7
atctgaattagtccggtgtggcttagagttggﬁacaacattctcacagaatttcctaatt
f;gtaggﬁtcagédﬁgaﬁaacc&étggagtt;tttggtc;tcat;aaatagcﬁttctﬁca‘

7catattgqtctgcctgttacacatatgatgaacactgctttttagacttcattaggaatt

taggactgcatqttgaéaactgagcctaEtptadtaiatgtacaatacctagqccataat
aggtatééaatacacaittggtaaaéctaéttttcaaccaétgacatgtattttbcaact‘
agtaécctagaaatgtttcacttaaaététgagaactggttacéctacaagttaccttgg
agattcatétatgéaaécgcaaacttaéttattEgattgtattcactgggacbtgagaat
gcgcctgéataéttgtgagttcgatttgttCtggcaggctaatgaccatttccagtaaag
tgéatagaggtcagaagtcgtataaaagaggtgttgtcagaaéaccgttgagattacata
ggtgaacaactatttttaagcaactttatttgtgtagtgacaaagcatcccaatgcaggc
tgaaatgtttcatcacatctctggatctctctattttgtgcagacattgaaaaaattgtt
catatgatttceatgttatcagaatatttgattttttaaaaacataggccaagtteatte
acttcétbattqatﬁtétcaaaatcagagtgaatcacattagtcgccttcacaactgéta :
aagﬁtcactgaégicaaattgatttttgcﬁataatcttcaatctacetétatttaéttga
gaatctaaéatgtacaaatcattgtgttgdftctgcégtgatcctgctataage&agac&
cagtcdcfgﬁtﬁttaggtatcctgtgéaaagcagaattaagacaaatacacahgagacaa
agcacaaaaaataaatatcataaggggatgaacaaaabggtggagaaagagtagacaaag
tttttgatcacctgccttcaaagaaaggctgtgaattttgttcacttagacagcttggag
acaagaaattacccaaaagtaaggtgaggaggataggcaaaaagagcagaaagaugtgaa
tggaca£tgttgagaaatgtgataggéaaacaatcatagataaaggattbccaagcaaca

‘tgtttttcttttgcagagcaagctaggaattgtttcccttctactgggcacaatacacgc

attgatttttgectggaataagtggatagatataaaacaatttgtatggtatacacctee
aacttttatgatagctgttttcecttccaattgttgtcetgatatttaaaagcatactatt
cctgceétgcttgaggaagaagatactgaagattagacatggttgggaagacgbgaccaa_
aattaaeaaaactgagatatggtcccagtcgtagaattactgtctacacqcatttttgtg
caatattgatatattttatcaccaacatttcaagtttgtatttgttaataaaatgattat
tcaaggaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
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Figura 2M. Secuencia de ADNc (SEC ID N¢: 26) y de aminoacidos (SEC ID N¢: 27) STEAP-1 v.13. La metionina
inicial estd subrayada. La fase de lectura abierta se extiende desde el &cido nucleico 96 al 872 incluyendo el
codoén de terminacién.

1 ggggcccgcacctctgggcagcagcggcagccgagacbcacggtcaagctaaggcgaags
S ~ M E 8§ R KD I T N
61 gtgggtggctgaagccatactatcttatagaattakTGGAWCAGmem'
,10:OEBLWKMKPRRNLEEDDYLH_
121" AC CAAGAAGAA‘CTETGGAAMTGMGCCTAGGAGAAA’I’I‘T&GAAGAA‘GACGA‘I“I‘AWTGC
30 xnr@nwsmnxnpvﬁnnbnqw‘
151 A‘I‘AAGGACACGGGAGAGACCAGCATGCTAAAAAGACCTGTGC’IWTGCATTTGC&GM
50 A HA.DE P DCPSELOQHTO QETLTF P
24% CAGcc-cnmcrﬁ;ﬁr'emwﬂsmmcémwcﬂémcrrémtﬁchcamemmmc
76 @ W H L P I K I A A I I A S LTV F L VY T
301 cm:Aschacmcmﬂmmecmcrnwnfksmercwcmmrmcrrfm '
90 z.z.azvxupz.n-rsnoorr‘fxz
3'61: C‘I‘CT’.{‘C‘Z’GAGGGAAGTM’I‘TCAGCCCTTAGCAACTTCCCATCARCAATNI‘ITTTA’I‘AM
'110'-PILVINKVI:PMVSITbIaALV
421 NTTCCMTCCTGGTCA&'CMCAAAGTWGCCMTGGTWGCATCACTCTWTGGCAWG
130YLPA{S‘V‘IA'AI‘V’QLHNG‘I"KYK_K
281 mncézmccaea"rGmmecwcmﬁemmmcmrmmmmﬂwmmm
150 ¥ P H W L D K WMDLTRIKXKOQTPFGGL L & F
541 AG'r'rz'cucamaewsaammmsnmwmmmaécmmmmmmm
70 F F R V L HAIZYS LS Y PMBRBRRS. YR
€01 TCTTTITTIGCTGTACTGCATGCAAT T TATAG TC TG TCT TRACCCARTGAGOCGATCETACA
199 ¥ K L L N W A Y Q Q VQ QNI KETDATWTI
. 661 GATACAAGTTGCTAAACTGGECATATCARCAGGTCCAACARAATARRGARGATICCTGGA
200 E H DV WRMETITYTV S LG IV GIL AT
‘721 TTGAGCATGATGTTTGEAGAATCGAGATTTATGTGTCTCTGEGART TETGECATTGOCAR
RBO»L.&I:&AVTSI?SVBDSDTWRE
T TIeY 'I’ACTGGC’I‘C'I‘GTTGGCTGTGR&TCTATTC&ATC@GMTGAWW’I’GEAM
QSOFHYIQVIWNI‘
B41 AATTTCACTATATTCAGGTAAATAATATATAAaataaccctaagaggtaaatctﬁctttt
801 tgtgtttatgatatagaatatgttgactttacccq&taaaaaataacaaatgtttttcaa_
ssi cagcaaagatcttatacttgriccaattaataatgtgototeetgttigttttecotattyg
1021 ci;tctaattaggacaag'r.g't'tt:cctagaqét;aaataaaaggaabtaaaataitmmtgtt'
1081 ttettttttetgrtbgttrgrttttbgtitgtibgittgbtttittgagatgaagtcteg
1141 ctétgttgcacatgctggagtacagtggpacggtcbcggctcactgcaacctgcgeptcc.
1201 tgggtt¢ag§cgattctcttgccﬁcagcctcctgagtagctgggattacaggcacccatc ’
1261 aécatgtccagctaattbttgtatttttagtagagacagggttttcccatgttggccagg
1321 ctggtcotegatctoctgacotcaaatgateegoocacetoggectecocasaggoetugga
1381 tygacagttatygagccaccacactcagectgetotttetaatatttgaaacttgtiagaca
1441 atttgctacccatctaaﬁgtgatattctaggaatccaatatgcacggctnattatbtctt
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aaaaaaaathttcttttaccégt&acctgaatttagtaatgccttttatgttacacaact
tag:actttcéagaaacaaaaactctctccttgaaataatagagttcttatctacdaéag
gtatgctagtgtctcattécaaagg;tgttttptccégcbtacat;ttatatacttactc
acttgaagtttctaaatattcttgtaattttaaaactatctcagatttactgaggtttat

cttctggtggtagetfétccataagaagagtgatgtgccagaatcactctgggatccttg
tctgacéagattcaaaggactéaatttaattcagEcatgaacactgccaattaccgttta
tgégtagaéatétﬁtggaaétttccacaaggtcagacattcgcaactatcccbﬁctacat

gtccacacgtatactc:aacactttattaggcatctgattagtttggaaagtatgcctcc

atctgaattagtccagtgtggcttagagttggtacaacattcbcacagaBCtbcctaatt

-ttgtaggttcagcctgataaccactggagttctttggtcctcattaaatagctbtc:tca

;dcattg;tctgcctgttacacatatgatgéacactgcbttttagagttcattaggéatt
taggactgéatcttgaéaactgagcétatbctactatatgtacaatacctagcccataat'
aggtaﬁééaaﬁaéécatttggtaaaaﬁﬁaattbtcéacéaatgaca{gtatttttcaacc
agtaacctagaaatgtttcécﬁtaaaatctgagéactggttacactacaagttaccttgg
agattcatataﬁgéhaacQCaaacttagctattfgaﬁ;gtatbéactgggacttaagaat
gégcctgaaéaattgtgagttégétttgttctggcaggctaatgaccatttcéagtaaag
tgaatagaggbcagaagtcgtataaaégaggtgttgtbagaacaccgttgagatcaeata'
ggtgaaééadtatttttaagcaactttatttgtétagtgacaaagéatcccaacgcaggc.
tgaaatgtttcétcacatctctggaictctctattttgtgcagaéat&gaééaaStégtt
catattatttccatgttateagaatatttgattttttaaaaacataggccaagttcattc
acttcattattcatttatcaaaatcagagtgaatcacattagbcgccttcacaaetgata
aagatcactgaagtcaaattgatttttgctataatcttcaatctacctatatttaattga
gaatctaaaatgtacaaatcattgtgttgattctgcagggatcctgctataagtaagtct
cagtccctgattttaggtatcctgtgaaaagcagaaitaagacaaﬁtacacaagagacaa
agcacaaaaaataaatatcataaggggatgaacaaaatggtggagaaagagtagacaaag
tttttgatcaectgccttcaaagaaaggctgtgaattttgttcacttagacagcttggag
acaagaaattacccaaaagtaaggtgaggaggataggcaaaaagagcagaaagatgtgga
:ggacattgctgagaaatgtgataggaaéacaabcatagataaagga;tcdcaagcaaca
gagcatatccagatgaggtaggatgggataaactcttattgaaccanectccaccaattt
tgtttttcttttgcagagcaagctaggaabtgtttcccttctactgggcacaatacacgc
attgatttttgcctggaataagtggataga:ataaaacaatttgtatggtatacacctcc
aacttttatgatagctgttttccttccaattgttgbcctgatatttaaaagcatactatt
cctgccatgcttgaggaagaagatactgaagattagacatggttgggaagacgbcaccaa
aattaacaaaactgagatatgttcccagttgtagaattactgtttacacacatbtttgtt
caatattgatatattttatcaccaacatttcaagtttgtatttgttaataaaatgattat'
tcaaggaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa -
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Figura 2N. Secuencia de ADNc (SEC ID N2 28) y de aminodacidos (SEC ID N2 29) de STEAP-1 v.14. La
metionina inicial estd subrayada. La fase de lectura abierta se extiende desde el acido nucleico 96 al 872
incluyendo el codén de terminacion.
1 ggggcccgcacctctgggcagcagcggcagccgagact&-cac:ggtcaagctaaggcgaaga
1 : : '--'MESRKDL‘{TN'-
.61 gtgggtggctgaagccatac::attttacagaatt@mmecmmmnmmm :
1GQEELWKMKPRRNLEEHDYLH
121 ACCAAGAAGAAC’ET’I‘GGAAAATGAAGCC‘I‘AGGAGAMTTTAGAAGAAGACGATI‘ATTTGC
30 xnrszrsnnxnpvnannnq'r
181 A’I‘AA:GGACACGGGAGAGACCAGCATGCTMAAAGACCTGTGCTHTGCATTTGCACCAM
SOAHADEFBCPSELQH’PQELFP
24y CAGCCCATGCTGATGAATI‘TGACTGCCCTTCAGAA(TITCAGCACACACAGGAACTCMQ
"70QWHLPIKIAAIII\SLTFI:YT
301 _CACAGTGGCACTTGCCAAWAAAATAGCTGCTA‘ETATAGCM:CTCTGACTTTWTTACA
SOLLREVIHPLATSHQQYPYKI'
361 CTC'I‘T C’rGAGGGAAGTMT‘I‘CACCCCTTAGCAACETCCCATCAA{:AATATTTTTATAAAB
110'PILVINKV3PMVSITLLALV
421 'I"I'CCAA'I‘QCTGG‘?CATCMCAAAGTCTTGCCAATGGHNCA@CACTCTCTTGGCATTGG
130 Y & P 6 V I A A I V ¢ L HN G T XK ¥ K K
4B1 TTTACCTGCCAGGTGTGATAGCAGCAATTGTCCARCTTCATAATGEAACCAAGTATARGA
i'SO?PBWLDKWI‘!bTRKQFGLLQF
541 AG’WTCCACA‘I'TGG’I‘TGGA‘I‘AAGTGGA’I‘GTTAACAAGAAAGCAGWTGGGCWTT
170 FFAVLHAIYSLSYPMRRSYH
601 TCTTTTTTGC’L‘GTACTGCA’PGCAAITTATAGTCT’GTCETACCCEAMGGGGATC@'RCA
ISOYKLLNWAYQQVQQNKEDAWI-
661 GATRCAAGTTGCTAAACTGGGCATAT&AACAGGTCCMCMMTMMAWW
2IGBHDVWRMEI¥VSLGIVBLAI
721 TTGAGCA’I’GATGTTTGGAGMTGGAGATTTATGTGTCTCTGGGAA’I‘!’G’I!GGGAW
230 LALBAVTSIPSVSDSL'BWRE
. 781 TACMCWWGMWA@TCTAM%WMGWAWWMA@G :
260 P H Y I Q V N-N T + . -
841 AATT?CACTATI‘)\TTCAGGTM&TMTA%TM&&;&accctaa_gaggt:aaa{:ctti;:tt:t:t
' 501 tgtgtttatgatatag'aatatgttgaétttaécécataaaaaataacaa&tgtttﬁbcaa .
961 cagcaaagatcttatacttgttccaat'.taataatgtgchctcctgbtgtttbccctattg -
1021 ctt:ctaattaggacaagtgtttnctagacataaataaaaggcattaaaatattﬂtttgt:t ‘
1081 tttttttctttgt;ttgtttgttttttgtttgtttgtttgcttttttgagatgaagmtcg
1141 ctctgttgcccatgctggagtacagtggcacgatctcggctcactzgcaacctzgcgcc::cc
1201 tgggttcaggcgatt{:tcttgcctcagcctcctgagtagc tgggattacaggcaccca tec
1261 accatgtccagctaatttttgtattttt&gtagagacagggttttcccatgt:tggccagg
1321 ctggtc:t:agatc;:cctgacctc:aaat:gawc_:gccr:acctcggcctcccaaagtgctggga
1381 tgacagttgtgagccaccacacteagectgetetttctaatatttgaaacttgttagaca
1441 aez:tgétacccéédt'aatgtgatattmzaggaatceaa-tatgcacggtt;actatttciit
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aaaaééaatatt¢ttt£acctgﬁcacctgaqtttagtaatgccttttatgttacacaact
tagdactttccagéaaéaﬁaaattctct#cttgaaataatagagtttttatétaccéaag
atatgctagtgtctcatttcaaaggetgetttttccagettacattttatatacttacte
acttgaagtttctaaa:attcttgtaéttttaaaactatctcagatttactgaggtﬁtét
cttétggtggtagattétccataagaagagtgatgEgccégaaccactctgggatccttg
tctgacaagattcaaaggactaaatttaattcagbcatgaacactgccaattaccgctta
tgggtagacatctttggaaatttccacaaggtcagacatbcgcaactatcccbtctacat
gtccacacgtatactccaacacpttattaggcatctgabtagtttggaaagtatgcctcc
atbtgaéttagtécagtétggcttagagtﬁggt&éaacéttctcacagaatttcctaétt
ttgtaggtttagécigéfaéécactggagtt;tttggtcctcattaaaﬁagctttéttca
cacattgctctgcctgttaéatatatgatgaécac;gcbttbtagacttcattaggaétt
taggac;géatqttgapaaqtgagcctattctactatatgtataétacctagcctataat
aggtataééatécééaﬁttggtaaaaﬁtaétttttaaccaatgacatgtatttttcaact
agtaacctagaaaﬁétttcag;taaaéﬁétgagaactggttacactacaagttaccctgg
agatgcata;aEééaaaégcaaacttagctatttgattgtattcactgggéctta&gaat
gcgcétgaafaattgtgagt;cgattigttctgg§aggctaatgacca;ttccagtéﬁag
tgaatagaggiéagaagtcgtataaaagaQgtgttgtcagaaéaccgttgagattaééta‘
ggfgaacaactétttttéégcaéctttatttgigtagtgacaaagcdtéccaatgcéggc
tgaaatgtttcatcacatctbtggatctctctatttégtgcagacattgaaaaaattgtt
cétattaittccétgttatcagaatatttgattttttaaaaacataggccaagthcattc
écttpattgttcatttatcaaaatcagagtgéatcaéﬁttagtqgécttc&caactghti
asgatcactcaagtcaaattgatttttgctataatcttcaatctacctatatttaatiga
gaatctaaaatgtacaaatcattgtgttgatictgcagtgatcctgctacaagtaagget
cagtccctgattttaggtatcctgtgataagcagﬁaEtaagacaaatacacaagagacaa
agcacaaaaaataaatatcataaggggatgaacaaaatggtggagaaagagtagacaaag
tttttgatcacctgccttcaaagaaaggctgtgaattttgttcacttagacagcttggag,
acaagaaattacccaaaagtaaggtgaggaggataggc&aaaagagcagaaagatgtgaa'

-tggacattgttgagaaatgtgataggaaaacaatﬁatagataaaggatttccaagcaaca

gagcatntccagatgaggtaggatgggataaactcttattganccaatcttcaccaa:tt
tgtttttcttttgcagagcaagctaggaattgbttccégbct&ctgggcacaatacacgc
attgatttttgcctggaataagtggatagatataéaacaat;tgtath;&técaccEéc
aacttttatgatagctgttttccttccaattgttgtcctgatabttaaaagcatactatt
cctgccatgcttgaggaagaagatactgaagattagacatggttgggaagacgtcaecaa
aattaacaaaactgagatatgttcccagttgtagaattactgtttacacacatttttgtt
caatattgatatattttatcaccaacatttcaagtttgtatttgttaataaaatgattae

tcaaggaaaaaaaaadaaaaaaaaaaa
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Figura 2(0). Secuencia de ADNc (SEC ID N2 30) y de aminodcidos (SEC ID N% 31) de STEAP-1 v.15. La
metionina inicial esta subrayada. La fase de lectura abierta se extiende desde el acido nucleico 96 al 872
incluyendo el codén de terminacion.

X ggggcccgtacctctgggcégcégaggcagccgagactcacggtcaégétaaggcgaaga*
1 ‘ Do ' M E S R XD I TEH
&l gtgggtggctgaagccatactattttatagaattaATGGAAAGCAGﬁAAﬁGACA?CACAA
10 9 E E L W KM K P R RN L EEDD Y L H
121 ACCAAGAAGAACTTTGGAAAATGAAGcCTAGGAGAAA?TTRGAAGAAGAGGATTATT@G&'
30 K D TG ET S§ M L KR PVILDLEHELEHEDOQT
181 ATAAGGACRCGGGAGAGACCAGCATGCTAAARAGACCTGTGCTTTTGCATTTGC&GCAAA
S0 A HE ADETFDOCTPSETELGHTG QETLF P
241 CAGCCCATGCTGATGAATTTGACTGCCCTTCAGAACTTCAGCACACACAGGRACTCTTTS
70 Q W HE L P I K I AA I 1 ASLTPETLYT
T 501 CACAGTGGCACTTQCéAATTAAAATAQCTGCTA&TATA@CA&CTCTGACTTTTCTTTRCN‘
9 L 'L RE.V I BPLATSGSESGEHGOQOYTE ¥ K I
361 CTCTTCTGAGGGAAGTAAETCACCCCTTAGCAACTTQCCATCA&CAATATTTTTATAAAA
10 P I L VvV I N KV L P MV S I TL L ATLYV
431 TTCCAATCCTGGTCATCRACAAASTCTTGCCAATGGTTTGCATQACTCTCTTGGCA?TGG
13 Y L P G V'I A A T V QUL HNGTK ¥ K X
481 TTTACCTGCCAGGTCTEATAGCAGCARTTG TCCAACTTCATARTGEAACCAAGTATAAGH -
15¢ F P H W L D K W ML TRKGQF G L L 8§ F
541 AGTTTCCACATTGGTTGGATAAGTGGATGTTAACAAGARRGCAGTTTGGGCTICTCAGTT
176 P F A V L H A 1 ¥ § L &€ ¥ P M R R S Y R
v 01 TCETTTTTICCT uxACTGCATGCAAT’I’TATAGTCTGTCWACCCAATGAGGCGHPGCTACA~ .
1% Y KL L NWAYQOVQONTEKTETDA AWTI
" 661 GATACAAGTTGCTARACTCEGCATATCARCAGGTCCAACAAARTAMAGAAGATECCTGEA
210 BE H DV W R METIVY VS LG IVGELATL
721 TTGAGCAwGATGTTwGGAGAATG&AGATTTATQTGTCwcmGsGAATTGTGasnmwGGan j
230 L A L L A V T S I P 6V S8 D &1L T WRE
981 TACTG@CTCTGTTGscmewcacarcTamwccAwﬂwewsasTencwcwfwaacnweencnﬁ
250 F H Y I @ V N N 1 +
' 841 AATTTCACTATATTCAGGTAAATARTATATARaataaccctaagaggtaaatotictitt
901 tgtgtttatgatatagaatatgttgactttaccacataaaaaataacaaatgtttttcaa
961 cagcéaagatctiatacttgctécaattaataacgtgcucgcctgttgtcttccctattg
1021’attctaattaggacahgtgtttcntagacataaanaaadggcattaaaatattctttgtt
1081 tttttttttttgtttgtttgtittttgtttgtttgtttgtttttttgagatgaagteteg
1141 atctgttgcccaigcﬁggagtacagtggéacgatctcggctcaatgcaacctgcgcazcc

1201 tgggttcaggcgattctcttgcctcaggctcctgagtagetgggattacaggcacccatc
1261 accakgtecagctaatttttgtatttitagtagagacagogttttocsatgtiggecagg
<1321 ct:ggt:ctcg&-tctccﬁg"acctcaaatgatccgcgcacctcggcctcccaaag,tgm:ggga .

'1381 tgacagttgtgagcéaccacactcagcctgctctttctaatatbtgaaacttgbtagaca
1441 atttgctaéccatcEaatgtgatattttaggaatcéaétatgcatggtttattathtcttl-
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aaaaaaaatattcttttacctgtcacctgaatttagtaatgccttttatgftacacaact
tagcactttccagaéacaaaaactctctccttgaaataatagégbttttatct§GCaaég
atatgctagtgtctcahttcaaaggctgctttttccagcttacattttatatacttactc
acttgaagtttctaaatattcttgtaattttaaaactatctcagatetactgaggbttat
cttctggtggtagattatccataagaagagtgatgtgccagaatcactctgggatccﬁtg‘f
tctgacaagattcaaaggactaaatttaattcagtcacgaacactgccaattaccgttta
tgggtagacatc;ttggéaatttccacaaggtcagacaétcgcaaotatceéttctacat
géécacacgtatactécaacactttattaggcatctgattagtttggaaag;atgcctcc
atctgaattagtccagtgtggéttagagttggtacaapatbctcaCagaatttcctaate
ttgtaggtEcégcctgatéacdacfggagttctttgg&cctcattaaatagettﬁcttca
cacattgctcchctgttacacatatgatgaacactgctttttagacttcattaggaaxt-
taggactgcabcttgacaactgagcctattctactatatgtacaatacctagcccataat
aggtatacaatacgcatttggtaaaactaattttcaaccaatgacatgtattttbcaact

agtaacctagaaatgtttcacttaaaatctgagaactgg;tacactacaagttaccﬁtég

,agéttcatatatgaaaacgcaaacftagctatttgattgtatbcactgggacetaagaat

gcgcctgaataattgtgagttcgatttgttctggcaggctaatgaccatttccagtaaag
tgaatagaggtcagaagtcgtataaaagaggtgttgtcagaacaccgttgagattacata
ggtgaacaactatttttaagcaactttatttgtgtagtgacaaagcatqccaatgcaggc
tgaaétgtttcatcacatctctggatctbtctattttg;gcagacattgaaéaaagtgtt
catattatttccatgttatcagaatatttgattttttaaaaacataggocaagttcate
acttcattattcatttatcaaéatcagagtgaatéacattagtbgccttcacaacﬁg&ta
aagatcactgaagtcaaattgatttttgctataatcttcaétctacctat&ttta&ttga
gaatctaaaétgtacaaatcattgtgttgattctgcagbgatcctgctataagtaagact
cagtccctgattttaggtaccctgtgaaaagcagaattaagacaaatacacaagagacaa-“

agcacaaaaaataaatatcataaggggatgaacaaaatggtggagauagagtaganaaag
tttttcatcacctgﬂct;caaagaaaggctgtga&ttt;gttcacttagacagcttggag
-acaagaaattacccaaaagtaaggtgaggaggataggcaaaaagagcagaaégatgtgaa

tggacaﬁtgbtgagaaétgtgataggaaaacaetcafégataaaggatttccahgcaéca
gagqftatccagatgaggfaggatgggata&aétcﬁtattgaaccaatcb&caccaattc
tgtttttcttttgcagagcaagctaggaattgtttecctictactgggeacaatacacge
attgatttttggctggaataagtggatagatatgaaaqaatttgtatggtatacaecbée
aaéttttaéga;agctgbﬁtbccttccagttgttgbcctgatat@taaaagcataotat;
cctgccaggcttgaggaagaagatactgaag&tfaéécatggttgggaagacgtcaccaa
aattaacaaaactgagataﬁgctcccagttgéagamﬁtactgtttaeacacatttttgﬁt
caatattgatatattttatcaccaacatttcaagtttgtatctgttaataaaatgattat
tcaaggaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
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Figura 2P. Secuencia de ADNc (SEC ID N% 32) y de aminodcidos (SEC ID N 33) de STEAP-1 v.16. La
metionina inicial esta subrayada. La fase de lectura abierta se extiende desde el acido nucleico 96 al 872
incluyendo el codén de terminacion.

1 ggggcccgcacctctgggcagcagcggcagccgagactcacggbcaagczaaggcgaaga
T - : : ' M E SR KD I TN
61 gtgggtggctgaagcoatactattttatagaattaATGGAAAQCAGAAAAGRCA%CRCAA 
R LE ‘@ B B'L W X M K P R R N L 8 BE DD Y. L H
T2l ACCAAGAAGAACTTTGGAAAATGAAGCCTAGGAGAAATTTAGAAGARGAQGAETA?TTGC'
3 X PTG E TS MLXREPOVLDEHETLEHGET-
}31fATAAGGACACGGGAGAGACCASCATGCTAAAAAGACCTGTGQTTTTGcamTTGCAGCAAh'
50 A HADETFDC®PSETLGHTGO GETLF P
241:CAGCCCATGCTGATGAATTTGACTGCCCTTCAGAACTTCAGCACACACAGGAASTCTTTC'
76. ¢ W H L P I K I AAILT I ASL TV FLYT
3b;’CACAGTGGCACTTGCQAATTAAAATAGCTGCTATTATAGcATcwC@GACTTTTcrx?AcA
S0 L LR E V I HPLATSHOR Y F Y K I
‘3861 wcmcmmsc;msrmmmccccwtrmcmc:rmccwcmmmwmmm
120 P I L'V I. N K V. L P MV &8 I T B L A L V
‘421;TTCCAATCCTGGTCATCAACAAAGTCTTGOCAATGGTTwCCAECACTCTCTWGGaAmwGG
13 Y L P & V I.AA I V QLHNGEGTEKT Y KK
481;T?TACCTGCCAGGTGTGA&AQCAGCAAETGTCCAACTTCAmAATGGAthAAGTATRAGA
150 F P H W L D X W MILTURIEXOQEP¥?P &L L 8 F
541‘AGTTTCCACATTGGTTGGATAAGTGGB@GTTAACAAGAAAGCAGTTTGGGCQTCTCAG%T
i7 P *F A V L H A I Y 8§ L 8 Y P M R R § ¥ R
601 TCTTTTTTGCTGTACTGCATGCARTTTATAGTCTGTICTTACCCRAATGAGGCGATECTACA. -
1 Y KL L N W A Y QQ V Q Q NKEDA AUPWI
661 ‘GATACAAGTTGCTAARCTGGECATATCAACAGGTCCARCARAATARAGAAGATGCCTGA
210 E H D V W R M B I YV 8§ L-6G I V & L A I
721 W%AMWGWMMATGTGWNGGMMNGGAM,
230 1 AL LAV TS I P SV S DSLTWRE
:581.TACTGGCTCTGTTGGcTGTGACATCTATTCGATCTGTGASTGACTCTTTGAﬁA&GGﬁGhﬁ
250 F H ¥ I @ V R N I »
-341-AATTTCRCTATAWTCAQGTAAAEAAiAEATAAaataaccetaagaggtaaatcttatttt'
301 tgtgtttatgatatagaatatgttgactttaccccataaaaaataacaaatgttt@tcaa
961.cagcaaagatcctatacttgttccaactaataatgtgctcccctgt tgttttooctatty
1021 cttctaattaggacaagtgtttcctagacataaataaaaggcahtaaaatattchttgtt
1081 tttttttttttgtttgtttgttttttgthtgtttgtttgtttttttgagatgaagtctcg
1141 ctctgttgcccatgctggagtacagtggcacgatctcggctcactgcaacctgcgcctcc
1201 tgggttcaggcgattctcttgcctcagcctcctgagtagctgggattacaggcacccatc '
1261 accatgtccagqtaatttttgmatttttagtagagacagggttttcccacgttggccagg
1321 ctggtctcgatctectgaceoteaaatgatcegeccaceteggectcacaaagtgetggga
1381 tgacagttgtgagccaécédactcagcctgctcttté;aata;ntgaaacttgttagaca.
1441 a.»::ttgctac::cﬁ—tctéatgtgatattt:Caggaat:«g:caa'tatgcatggtttattit:ttct;t
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aaaaaaaatattcttttacctgtcacctgaatttggtaatgccttttatgttacacaéct7
iagcactttcéagaaacaaaaaéfctcbcCttgaaatéétagagtttttaeétaccaaag
atatgctagtgtdtcatﬁtdaaaggctgctttttccagcbtaqattttatétdcttéctc.
écttgaégﬁttqtaaatattcttgtaattttaa?acthtctqaéatttactgagétbtat
gttctggtggtagat;atcc#taagaégégtgatgtgccagaatcactctgggabdcttg
fctgdcaaghttcaaaggaétaaéttﬁaattcagtcabgaacactgbcaa&taccgtbta

_tgggtagacatctttggaaatttccacaaggtcagacattcgcaactatcecttctacat
'gtccacacgtatactccaacactttattaggcabctgattagtttggaaagtatgcctcc..

atctgaattagtccagtgtggcttagagttggtacaacattctcacagaabttcctaatt
ttgtaggttcagcctgataaccactggagttctttggtccbcattaaatagctatctbca
cacattgctctgcctgttacacatatgatgaacactgctttttagacttcattaggaatt
taggactgcatcttgacaactgagcctattctactatatgtacaatacctagcccataat

:aggtatacaatacacatttggtaaaactaattttcaaccaatgacatgtatttttcaact:

agtaacctagaaatgtttcac;taaaatctgagaactggttacactgcaagttaccttgg
agattcatatatgééaacgcaéacttagctatttgatﬁgtattgactgggacttaagaﬁt
gcgcctgéétaéttgtgagttégatﬁtgttctggcéégctaaﬁgaocatttccagtaaag
tgaatagaggtcagéagtcgtataaaagaggtgttgt&agaacaccgttgagattacaﬁa

‘ggtgaacaactatttttaagcaactttatttgtgtagtgacasagcatcccaatgcagge

tgaaatgttttétcacatctctggatctctétattttgtgcagacattgaaaaaattgtt
catattatttccatgttatcagaatatttgattitttaaaaacataggecaagttecatte
acttcattéttcatttatcaaaatcagagtgaatcacattagbcgccttcacaactgataj

aagatcactgaagtcaaat igatttttgctataatctbcaaict'acc—ta-tatttaatl:ga '

gaatctaaaatgtacaaébdattgtgttgatpctgcagtgatcctgctataagcaagact
cagtccctgattttaggtatcecctgtgaaaagcagaattaagacaaatacacaagagacaa
agcacaaaaaataaatatcataaggggatgaacaaaatggtggagaaagagtagacaaag

7tttttgatcacctgcqttcaaagaaaggctgtgaattbtgttcacttagicagcttggag

acaaga&éttacccaaaagtaaggtgaggaggataggcaaaaagagtagaaagatgtgaa
tggacattgttgagaaatgtgataggaaaacaatcatagataaaggatttccaagcaaca
gagcatatccagatgaggtaggatgggacaaactcttabtgaaccaatcttcaccaattt
tgtttttcttttgcagagcaagctaggaattgttteccttctactgggcacaattcacgc
attgatttttgcctggaataagtggatagatataaaacaatttgtatggtatac&cetcc
aacttttatgatagctgttttecttccaattgtigtoctgatatttaaaageatactatt
cétgccatgettgaggaagaagatactgaagattagacatggttgggaagacgtéaccaa
aattaacaaaactgagatatgttcccagttgtagaattactgtttacacacatttttgtt
caatattgatatattttatcaccaacattbcaagtttgtatttgttaataaaatgattat ’

tcanggaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
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Figura 2Q. Secuencia de ADNc (SEC ID N2 34) y de aminoacidos (SEC ID N 35) de STEAP-1 v.17. La
metionina inicial esta subrayada. La fase de lectura abierta se extiende desde el acido nucleico 96 al 872
incluyendo el codén de terminacion.

1 ggggcccgcacctctgggcagcagcggcagccgagaetcacggbcaagctaaggcgaaga
_ : M E SR XDITN
61 gzgggtggctgaagccatactattttatagaaccaAmmcmmGAmrmm
10 ¢ E E L W K M X P R RN L EE DD Y L 8
121 ACCAAGAAGAACTTTGGA&RATGRAGCCTAGGAGAAATTTAGARGthkCGAITh@TTGC
-I;Q-KDTGETSMnKvaLLHLHQ'r
i1 AmAAGGACACGGGAGAGACCAGCATGCTAAAAAGAC¢TGTGCTQTTGc&%rrecnccaak ~
SO'kaDEFDCPSBLQHTQELF?
'2417CAGCCCATGCTGATG&ATTTGACTSCCCTTCAGAACTTCAGCACRCACAGGAACTCTTTC
700 Q@ W H L P I X I A A XI I A S L T PF L Y T
: 3b1_CACAGTGGCACTzGCQAATTﬁAAA:AGCTGcxATTATAGCA"CTCTGACTTTTCTTTACA
% L LR EVIHPLATEHRS® QQZYPFZYRKI
361 CTCTTCIGAGGGARGTAATTCACCCCTTAGCARCTTCCCATCARCAATATTTTTATAARA
110 P I LV ‘I N K VL P MV S ITLDLATIEL./V
a21 fr’rcCA'A'i-ccmsitM@acmsmweccﬁmstmcmmmmmscnm
IBQYI:PGVI&AIVQB}!KGTRYKK
451jTTTACCTGcCAGGTGTGATAGCAGCAA&TGTGCAACT%CA@AATG@AACCAABYA@AAG&
23 F P H W LD K W M L T R X O F G L L S F
541 AGTTTCCACATIGGTTCCATAAGTGGATGTTAACAAGARAGCAGT TIGGCCTTCTEAGET
170 F P A VL HEAIYSLSYPMNRESZYR
60&‘TCTTTTTTGCTGTACTGCATGCAA?TTATRGTCTGTCTTAGCGAATGAQGCGATCCTAQA~
190 Y K &L L N W A Y Q 0O VQ @ K EBEDAUWTI
: 661 GATAGAAGTTGCTWCTGGGCATATCAACAGGWMTMN!MGANCWGGA
210 EBE H D V W R M ETIYVSELOGTIVGTIL A I
721 TTGAGCATGATGTTTGGhGAATGGAGATTTATQTGTCTCTGGGAAITGTGGGA?TGGCAA :
230LA£LAVTSIPSV9DSLTWRE
- 7% mcmccmmmssmmmrcmwccnmmmmcrmmma
250 F H ¥ X Q V N N I *
841 AATTTCACTATRATTCAGGTARATAATATATARaAtaacCCtaggaggtaaatettatitt
201 tgtgtétatgatééagaétatgttgactft&cchcaﬁaaaaaataacaaatgthttbcaa
961 cagcaaagatcttatacttggtccaatzaataatgtgctc:cdtgttgtttt&cctéttg
1021 cttctaattaggacaagtétttéctagacaﬁaaata#aaégcactaaaat&ttctt:gtt
1081 tttittettitgtttgtttgtetttrgtttgtttgtttgtttttttgagatgaagtctey
-1141‘ctctgttgcccatgctggagtacagtggcacgatctcggétcactgcaacctgcgcctcc
12021 tgggttdaggégatéctctﬁgcctdagcctcctgagtagctgggattacaggcacccatc
1261 accatgtccagct‘aattt.ttgt:atttt.tagtagagacagggttttcccatgttggccagg
1321 ctggtctégatctcctgacctcaaatgabccgcccéectcggccttccaaagtgctggga
T 1381 tgacagttgtgagccaccacactcagcctgctctttc&aata&ttgaaacttgtcaggca
*1;44 1 ét:tt:gctacccatctaatgtgatattttaggaa—tccaaEatgcabggtttattatttc»tt
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aaaaaaaatattcttitacctgtcacctgaatttagtaatgecttttatgttacacaact

-tagcactttccagaaacaaaaactctctccttgaaataa;agagtttttatctéccaaag'

atatgctagtgtctcatttcaaaggctgctttftccagcttagattttatataéttacgc
acttgaagtbtctaaatattcttgbaatEttaaaactauctéagatttactgaggtbtat-

cttctggtggtagattatccataagaagagtgatgtgccagaatcactcetgggatecteg

tctgacaagattcaaaggactaaatttaattcagtcatgaacactgccaattaccgttta
tgggtagacatctttggaaatttccacaaggtcagacahtcgcaactaccccttctacat
gtccacacgtatactccaacactttattaggcatctgattagtttggaaagtatgcctcc
atctgaattagtccagtgtggcttagagttggtacaacattctcacagaatttcctaact
ttgtaggttcagcctgataaccactggagttctttggtccbcabtaaatagcttbcbtca
cacattgctctgcctgttacacatatgatgaacactgctttttagactbcattaggaatt
tgggactgqatcttgacaqctgagcctattccactatatgtacaatacctagcccataat
aggéatacaatabaca;ttggtaaaadtaattttcaaccaatgaéatgtattttbcéac:
agﬁaacétagaaatgtttcééctaaaat¢tgagaaqtggttacaétacaagbtaccubgg
agéftcatatatgaaaaCQcéaééﬁtégctatttgéttgt#ttcactgggacttéagagt
gcgcctgaataattgtgagttégétttgttétggcaggcéaatgécCatttécagtaéag

Atgaatagaggtcagaagtcgtataaaagaggtgttgtcagaacaccgttgagattacata

ggtgaacaactattEttaagcaactttatttgtgtagtgaéaaagtatc;caatgcaggc
tgaaatgtttcatcacatctctggatctctctatgttgcgcagadatCQaaaaaattgtt
catattatttcCatgttatcagaatatttgatttfttaaé&aqataggccaagtbéattc
acttéattéttpatttatcaaéatcaéagtgaatcacattagtcgncttcacaactgata
aagatcactgaagtcaaattgatttttgotataatcttcaatctacctatatttaattga .
gaatctaaaatgcacaaétcattgtgttgattctgcagtgatéctgctataastaag@ct
cagtccctgattttagg;aﬁcctgtgaaaagcagaattgagécaaatacacaagagaeda
agéacaaaaaétaéatatcataaggggatgaacaaaétggtggagagagagtagacaagg
ttt;tgatcacctgccttcaaagaaaggctgtgaatbttgttcaéttagacagcftggag

‘acaagaaattacccaaaagtaaggtgaggaggataggcgaaaagégcagaaagatgggaa

tgéacattgttgag&aatgtgataggéaaécaatéatag&t&gaggatttccaagcaact
gagcatatccagatggggtaggatgggagagactgptattggacéagtbttcaccaattc
igfztttétﬁttécagégcaagctaggaaftgtttccdttqtactgggcacaatacacgc
attgatttitgccﬁggaataagtggafagatataaaacahtttgtatggtatacaccbcd
aacttttatgatagctgttttccttccaattgetgtcctgatatttaaaagcatactatt'

_cctgccatgcttgaggaeguagatactgaagattagacatggttgggaagacgccaccaa

anttaacaqaactgagatatgttcpcagttgtaggabtactgtttacacacattttcgtt
caatattgatatattttatcaccagcatttcaagtbtgtatttgttaataaaatgattat
tcaaggaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
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Figura 3.
Figura 3A. Secuencia de aminoacidos de STEAP-1 v.1 (SEC ID N2: 36). La proteina STEAP-1 v.1 tiene 339
aminoacidos.

1 MESRKDITNQ EELWKMKPRR NLEEDDYLHK DTGETSMLKR PVLLELHQTA HADEFOCPSE .
61 LQETQEL?PQ WHLPIKIART IASLTFLYTL LREVIHPLAT SROQYFYKIP ILVINKVLEM
121 VSITLLALVY LPGVIAAIVQ LHNGTRYKKF PHWLDRWMLT RKQFGLLSFF FAVLHALYSL
181 SYPMRRSYRY KLLNKAYQQV ngnmm HDVWRMEIYV SLGIVGLAIL ALLAVTSIPS
241 VSDSLTWREF HYIQSKLGIV SLLLOTIHAL IFAWNKWIDI KQEVWYTPPT FMIAVFLPIV
301 vmyxsum PCLRKXILKT RHGWEDVTKI NKTEICSQL ' '

Figura 3B. Secuencia de aminoacidos de STEAP-1 v.2 (SEC ID Ne2: 37). La proteina STEAP-1 v.2 tiene 258
aminoacidos

'j 1. MEsmITNQ EELWEO’;KPRR msnnxuzx memsmm PVLLKH!QTA msmm
61 LQHTQELFPQ V-}{LPIKIN\I IASLTFMTL LREVIEPLM‘ anquzp ILVINKVLPM-
121 VSITLLALVY LPSVIAAIVQ mms'rxym pswx,.nxwum qummsrr FAmmzmn_
l.B:L 'SYPMRRSYRY KI.»WWAYQQV QQNKBDAWIE HDWRMEIW SLGIVGMIL ALLAVTSIDS
241 vsnsm:'wm HYIQVNNI )

Figura 3C. Secuencia de aminoacidos de STEAP-1 v.3 (SEC ID Ne: 38). La proteina STEAP-1 v.3 tiene 282
aminoacidos

‘1 MESRKDITNQ EELWKMKPRR NLEEDDYLHK DIGBTSan PVLLHLHQTA HADEFDCPSE
-61 LOHTOBLFPQ WHLPIKIAAI IASLTFLYTL LREVIHPLAT SHQQYFYKIP ILVINKVLEM
121 VSITLLALVY LPGVIAAIVO LHNGTKYKKF PHWLDKWMLT RRKQFGLLEFF FAVIHAIYSL
181 SYPMRRSYRY KLLNWAYQQV QGNKEDAWIE HOVWRMEIYV SLOIVGIAIL ALLAVTSIPS

- 261 VSDSLTWRBF HYIQIYHKKS DVPESLWDPC LTRFKGLNLI QS

Figura 3D. Secuencia de aminoacidos de STEAP-1 v.4 (SEC ID N2: 39). La proteina STEAP-1 v.4 tiene 258
aminoacidos

1 MESRRDITNG ERLWKMKPRR NLBEDDYLHK LTGETSMLEKR PVIAWHQ’J.’A WEWSR
61 LOHTQELFPO WHLPIKJIMI IASLTFLYTL LREVIHPLAT SﬁQQYWKIP xwmmm
121 VEITLLALVY. LPGVIMIVQ LHNQTKYKKP PHWLBWT RKQEGLLBDF FAVEHAIYSL
181 SYPMRRSYRY KLLNWAYOQV mmmm }ID‘WRNE%W BLGIVGLAIL ALLAVTSIPS
241 VSDSIJ'I‘WRBF HYIQ‘VWI
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Figura 4A Homologia de STEAP-1 v.1 (SEC ID N2: 40) con la proteina relacionada con adipocitos inducida por
TNFa de raton (gi|16905133|) (SEC ID Ne: 41)

Puntuacion = 224 bits (570), Esperado = 2e-57
Identidades = 110/270 (40 %), Positivos = 174/270 (63 %)

Problema : &6 ELFPQM&LPIKIAAIIASLTFLYTLLREVIHPL&TSBQQYFYKIPILVINMPWSI% 125
YLFP W P a4t T+Y $REVI+R .- | Y+ I 4+ NV P+ ++ b
Sujeto ¢ 195 QLFPMWR?PFYLSSVLCIFFFVYCAIREVIYPYVNGK’I‘DAMI:AISIPNRVFPI‘I‘ALIL 254

Problema: 126 LALVYLPGVIAAIVQLHNGTKYKKFPHWLDKWMLTRKQFGLLS?FFAVLHAI!SLSYPMR igs
-~ LALVYLPG++AAY+QL+ GTKY++FP+WLD WML RKQ Gl++ FA LH IV+L P4+R ’
Sujetoy 255 IALVYLPGILAAII:QLYRGTKYRRFPNWLDHWLCRKQLGLV&MFAFLHVIXTLVZ‘P:IR 314

Problema: 186" RSYRYKLINWAYQOQVOONKEDAWIEHDVWRMEIYVSLGIVGLAILALLAVTSIPEVSDSL, 245
~ R4+l N g NK+ 43 W o+ Y++DLGT+H3 4  LL +TS+PSVS4+ + .
Sujetot: 315 YX’VRWRI;RNATITQ}K&'IW@SBFITSYA?!IHDSYLALGIIJGFSLF_MITSLPSVSNMV 374

Problema: .246 ,Twz@iE?H'x:thKLGIvsmm'rmﬁn::?Awum:mzxQM@Tpﬁ*mzAVFLPIWMFK 05
U WREF. +3QSKLG 43040 T H Lt . 444 W P 44sA+ 4P VL+ K
Sujeto ! 3;75'NWREFRFVQSIﬂ{GYLTLVLCTNiTLVYGGPmFLSPSILRWSLPSAYILALIIPCRWVLK 434

Problema: 306 SILFLPCLRKKILKTRHGWEDVIKINKTEI 335
) - IL 4PC+ K + +IR GWE +K 4+ +
sujeto: 435 CILIMPCIDKTLTRIRQGWERNSKYTQSAL 464

Figura 4B Homologia de STEAP-1 (SEC ID N2: 42) con la proteina pHyde de rata (SEC ID N2: 43)

Puntuacion = 283 bits (724), Esperado = 2e-75
Identidades = 127/259 (49 %), Positivos = 184/259 (71 %)

Problema: 67 LFPQWHLPIKIAAITASLTFLYTLLREVIHPLATSHQOYFYKIPYLVINKVLPMVSITLE 126
L PWA4P A 44+ ++ ¥ 4R4Ve P + FYK$P+ V4N +P V4 LL
sujeto: 208’ stwmmcnsmsmmxmvnopyxnmmmmnsmwxmm 267

Problema: * 12‘? ALVYLPGVIAAIVQLKN’GTKYIG{FPHWLDKWML‘IRKQFGLLSFFE‘AWYSLSYPW 186
+LVYLPGV+BA +QL  GTKY++FF WLD W+ RKQ ‘GLLSFFFA+LHA+YS . P+RR )
Sujetoi ‘268 SLWLPGMAA{:QLRRGTKYQRFPDWLDBWLQI{RKQK’G’LI:SF?FAMZ\HALYSFC{;PI_;RR 327

Problemas 3:8?*S?RMLWAYQQVQQNWDAWiMWEIWSWIVGWWWSIPSVSBSLT 246
‘ S+RY L+N A +QV NK  W+E +VWRMEIY+SLG++ L +L+LLAVTSIPS+++8L -
Sujeto:r 326 smmnmvmmxsmmzmxnsmmmmwsmsmm 387

Problema: 247 WREPHY IOSKLGIVSLLLGTTHALIFAWNKWIDIKQEVWYTPPTFMIAVFLPIVVLIFKS 306
© L WHEF +4Q8 LG V4Ih T+H Lo+ W + 4+ 4+ +¥Y PPTF 4 + LP V+++ K
sujeto: 388 WKEFSFVQSTLGFVALMLSTMHTLTYGWIRAFEENHYKFYLPPTFTLTLLLPCVITLAKG 447

Problemas 307 ILFLPCLREKKILKIRHGWE 325

+ LPCL 4+ KIR GWE
Sujeto: 448 LFLLPCLSERLTKIRRGWE 466
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Figura 4C Homologia de STEAP-1 (SEC ID N2: 99) con el antigeno epitelial de seis dominios transmembrana
de la prostata de raton (gi|20820492|). (SEC ID N2: 100)

Puntuacion = 488 bits (1256), Esperado = e-137
Identidades = 255/303 (84 %), Positivos = 277/303 (91 %)

Problema: I .~ MLKRPVLLHLHQTAHADEFDCPSELQHTQELFPQWHLPIKIAAIIASLTFLYTLLREVIH 60
. MLKRP L HL = H D FDCPSELQHTQE FP W LP+K+AAIT+SLTFLYTLLRE+I+
Sujeto: 37 MLIG{PGLSHLQHAW{VDAFDCPSELQBTQEFFPNW’RLPVKVAAEZE"SSLTF-LYTLLREIEY 96

Problema: -61. pmrsaqqxwmmwxNMPwsxmmmmvxmivampmx 120.
- *  PL TS +QYFYKIPILVINKVLPMV+ITLLALVYLPG +AA+VQL NGTKYKKFP WLD+
Sujeto: 97 PLWSREQYFYKIPILVINKVLPMVAITLLALWLPGELAAWQLRNGTKYKKFPPMR 156

‘Problema: 121 WMLTRKQFGLLSFF_mVLHAI;r«sLsypmnnsYRY@ENWMQQVQQHKEDAWIEHDW 180
" WML RKQFGLLSFFFAVLHA+YSLSYPMRRSYRYKLLNWAY+QVQUNKEDAW+EHDVWRM ~
Sujeto: . 157 WMLARKQFGLLSFE‘FAVLHAV‘YSLSYPMRRSYRYKLLNWAYKQVQQNKEDAWVEHDVWRM 218

Problema s’ 181=~EIWSLGIVGLAILALLAVTS :cysvsnsmwmmwmsmaxvsmmnmmmm 240
: ¢ "BIYVSLGIVGLAILALLAVTSIPSVSDSLTWREFHYIQSKLGIVSLLLGT+HAL+FAWNK
Sujeto : 217 EIWSLGIVGLAILALLAV’I‘SIPSVSDSLTWREFHYIQSm-GiVﬁthGTWVFAWNK 276

‘Problema: 241 WIDEKQFVWYTPP’I‘FMXAVFL?IMIFKSILFLPCI;RKKILKIRHGWEDVTKIN’KI’E%C 300
" WD+ QFVWY PPTFMIAVFLP +VLI K 'L LPCLRKKILKIR GWEDV+KIN+TE+ :
Sujeto: 277 WVDVSQFVWYMPFTFMIAVFLPTLVLICKIM:CL?CLRKKII;KIRCGWEDVSKINRTEMA 336

Problema: 301 SQL 303

- 8+4L
Sujetos 337 SRL 339
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Figura 5 Perfil de Hidrofilicidad de la variante 1 de 8P1D4
(Hopp T.P., Woods K.R., 1981. Proc. Natl. Acad. Sci. EEUU 78: 3824-3828)

Resultado ProtScale de secuencia de usuario

* ‘Wphok.} + Hopp & Udods — |

Puntuacion

A 58 100 158 eoe e8@ 800
’ : Posicion
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Figura 5a Perfil de Hidrofilicidad de la variante 3 de 8P1D4
(Hopp T.P., Woods K.R., 1981. Proc. Natl. Acad. Sci. EEUU 78: 3824-3828)

Resultado ProtScale de secuencia de usuario

Hpﬁ%b; # Hopp & Udods i

B i
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Figura 6 Perfil de Hidropaticidad de la variante 1 de 8P1D4
(Kyte J., Doolittle R.F., 1982. J. Mol. Biol. 157: 105-132)

Resultado ProtScale de secuencia de usuario

" Hphob. # Kite & Doolittie —

Puntuacién .

58 186 . 1%9 289 250 T 30
Posicion : : :
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Figura 6a Perfil de Hidropaticidad de la variante 3 de 8P1D4
(Kyte J., Doolittle R.F., 1982, J. Mol. Biol. 157: 105-132)

Resultado ProtScale de secuencia de usuario

. Hphob, 4 Kyte & Doolidtle —

Puntuacion

s  1ed . _ i15e 200 250
Posicién
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Figura 7 Perfil del % de restos accesibles

de la variante 1 de 8P1D4
(Janin J., 1979. Nature 277: 491-492)

.. Resultado ProtScale de secuencia de usuario

" %de rL}stos accesitlles e

rirme . .

Posicién
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Figura 7a Perfil del % de restos accesibles

de la variante 3 de 8P1D4
(Janin J., 1979. Nature 277: 491-492)

Resultado ProtScale de secuencia de usuario

R . % deyestos accesibIeL‘ e

8,25 ' essundi - - - - — —
54 188 . 150 209 250
Posicion
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Figura 8 Perfil de flexibilidad promedio

de la variante 1 de 8P1D4
(Bhaskaran R, Ponnuswamy P.K., 1988,
Int. J. Pept. Protein Res. 32: 242-255)

Resultado ProtScale de secuencia de usuario

0,5 :

a Flexijilidad promedio — |
9,43" “ . - '

, VI |
9,46 : rﬁ ‘h . h - 4+ ﬁ%
Gyt I - : 'Ji T
8,42 S IIBE T L W S0 | 10 S
0,38 ‘L 4
‘e,36 -

. —_ — — —- wlm.u
8,34 va— . e : ‘
- ) _ o8 150 298 290 ane
' Posiciéon :
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Figura 8a Perfil de flexibilidad promedio

de la variante 3 de 8P1D4
(Bhaskaran R, Ponnuswamy P.K., 1988,
Int. J. Pept. Protein Res. 32: 242-255)

Resultado ProtScale de secuencia de usuario

FIex!ibiIi’dad promgldio_v—f
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Figura 9 Perfil del giro-beta de la variante 1 de 8P1D4
(Deleage G., Roux B. 1987. Protein Engineering 1: 289-294)

Resultado ProtScale de secuencia de usuario

d  Girobeta Delesge & 40;&. e
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188
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Figura 9a Perfil del giro-beta de la variante 3 de 8P1D4
(Deleage, G., Roux B. 1987. Protein Engineering 1: 289-294)

Resultado ProtScale de secuencia de usuario

" Girobeta | » Deleage ¢ ¥

GRS —

180

150
Posicion

195

209

&%e




ES 2537074 T3

| _— , _ qd /298
- I
3 v | | | L OMAYOLdS

qd 29¢
&'ApQLde

qd z29¢
8'A Q148

S L T — od L9
175

p qd Jz0e
o e B T [

[ PEEE—— T —— TTS ghpauds

qd /z9¢

£29¢ b 90Ld8

7o — 9 , — S—
v 9 g Yo Lot 9y | ZA VLS

R R I 0} enbig

T O IAvalde

196



ES 2537074 T3

8GEC

A.Eoov c_‘Esm_u_

Qd zz0¢
LAvalde

qd zz9¢
9KA¥QLds

qd zz9¢
SLA¥QLdS.

qd /298
pL'ApQld8

ad Jege
ELAYQLd8

qd 229€

ZiA¥aLde

qd /29¢
HAYQLdS

197



ES 2537074 T3

o¥el

1711}

L1 einbi4

9d GyE}
£A¥Q)d8

0d 209¢
ZAYa}d8

qdozii
1A Q1d8

198



ES 2537074 T3

8z 867 52 4 L

e8 6857
¥A pQLdS

eegg

€A¥Qld8

Be §eZ-
cApQlde

EE 6EE
L'ApCLdS

zZLenbly

199



ES 2537074 T3

&mwmen : au.u SOTIO]EDTE SOjUDTWETTOIUH

gzL'y : (9) SEPTPUD3IXD SEBUSIPED
209°99 ¢ (U)  e3Te SSOTTSH
OOYYROYDODYYYIIDIDIBUYYYLY

q0muHmauzuua>amzwmauzaHzamqumqmaHmxmHg>>amam>¢uzmammaw=>mqu

| SoAUUUHYYUUUUHUIYYHUYYYD
HﬁHgthgHH§Qm>H§m0HEm.m.zhﬂmﬂm>w&ngﬁgHﬁn.ngmaHﬂgnﬂ

YUYt u0unzsnn&nnqﬂnszannnnsaﬂnaggsnnnoooououuoos

MHEﬂﬂmngNrOOHﬂzgﬁmhmEmhwawwHgdmhhmqaggdggmmgbmgﬂa

YUY YUY UMY UL 3800 SUYHUUYUYHOD

IDOD000000

0>H¢.¢H>D&EEQHH%§&§H>QH& HEHOONMH&&MHEQEA&HJ evI HQGH%HQ.HNS

. oounﬁouuoouuuuuoououuouonﬁaﬁﬂguuoouuuuuuuuouuuuooﬁﬁsﬁouuuouuuo
0m_mqmosgmmmUQ&B&E&OEE&AZQBNOB@EGB%&Ezﬂmm@gnﬁmmmz
_ | _ i _ 3 |

oL 09 0S o 3 02 0T

01 dg 2P | dJUBLIEA B] 9p BLIEPUNDIS BIN}ONIISI B| 9p UOIdDIpald

vel einbiy

200



ES 2537074 T3

$TI'PE ¢ (O) SOTIOJEDTE SO3UDTWRTTOIUF
$0T°E : (9) SEPTPU231XD SeUSpE)

g6L'29 * (u) €JT® SSOTT9H

Y

| Hzgcuammmg%ngmmngﬁﬂa_uﬁoﬁoamﬁnmsxgﬁ
ﬁﬁ%ﬁﬁaﬁﬂﬁaﬁs&zﬁ%ﬁuoﬁﬁsﬁsﬁﬁﬁﬁﬁﬁnﬁnﬁgﬁouuggooﬁ
mHaﬁﬁzooboowaszuﬂmﬁmgmmmamﬁgﬁm.mmﬁmmgazﬁngmghoﬁn
,aﬁaﬁﬁoﬁﬁnﬁﬁqﬁuﬁuunmouoooﬁﬁﬁaﬁooﬁsﬁsﬁnﬁaﬁ:ﬁqﬁzﬁuﬂu
‘ oEﬁmﬁangﬁﬂHmﬁmggﬂmQﬁwoommaﬁmﬁ%ﬂgqmﬁmﬁHﬁuxmmamz
uuo.._..EoooooouuoouuvuouuumﬁﬁsﬁzﬁuoouuouooououuuuoouﬁﬁiﬁoouuUuuuo
044TA0LKYTESAOAdFAVHYIOH THTIAGNN THS LEOLDIHTAUIEE TN XM TEEONT TSN
| . . | | | |

oL 08 . - 05 0% O - 1 ot

$d1 d8 2P Z dlUBLIBA B| 3P BLIEPUNIAS BIN}ONIISS B| 3P UOoId2Ipaild

g¢l einbi4

201



ES 2537074 T3

_,w_mm,_m.n ! (P) soTaojeOTER SOjJUSTWRTTOIUF

$2£fs : (9) SPPTIPUD]IXD SPBUIPED
gL8°8s : (H) eITE SOOTTOH
| 00
| 50

92300220 YUOYUYYDI00300092233 mgﬁuuuuuowu%ﬂggﬁnn
Hgmsmxhaumﬂzammmsﬁmﬁmu” HOHEgBamnmbmm I mgﬁﬂinﬁguﬂwﬂ SAZIZNIMAQH
zaﬁuuooﬁﬂnnﬁaﬁnggooo . yt .
MH Bﬂﬂﬂngghﬂg\U_Hﬁ.ﬂ%Hmﬂ wﬁmgﬂm_mm ma.umvhgm.ﬁggm %BOZ&A
. ggﬂﬁﬁoﬁguﬁuuﬂﬁomuoo%ﬁuo _ : 20D
_ OngnbUmE.HaH SAWNdTAMNIATIA Hz.?hhoammaﬁmZH%BHahuhde IYVIAIGTHM
oouﬁzouououuuuoouououuomﬁgguuuouvououu oouououoﬁnﬁﬁuoo 003000

04 TI0IHOTESdDAdEAVEYIOHTHTTADDITHS L3O LOHTAQI S TN DM TITONT I QIS TH
P I o _ _

oL 09 0s o g oz ot

vALd8 8P ¢ SJUBLIEA B] 9P BLIEPUNDAS BINJONIISS B] 3P UQIIDIPald

O¢| eunbi4

202



ES 2537074 T3

(sesu se| op ewious - (sesuj se| ap oleqsp

eueiquiswsuel} sojoquis) eueiguIswWSuRI} SoOjoqLIS)
— R1ON} - —— O 1JUBP llm:EnEmEm:m:
sz
- 0
| 20
-
1#0 S
S
190 &
=
490 8 so)sinaad
BUBI(WISWSUEL) SOIUIWOop 9
it
ol =

IWIWHILL € SaIoLa)sod ejousnoss ap sapepi|Iqeqold

}} : } | } } } : | <4— BUBIqWIDWISUERI) SOlUIWO(Q
.. '.G . L] . . aew . . ‘. N ..4- _ S

LAl

L] -
= - L "
i SRRY~
Ll
L2 o
Ll L
SO -

L1 L
. sojsinaid
BURIqUBWSUERL) SOIUIWOp 9

00t

sasw

op1oouoosap esed paidiyL opejnsay 3¢1 £ agl einbiy

a1 dg 2P | SluelIeA B] 9p eueiqWSWSUEI) sauolbal ap uolddIpald

203



ES 2537074 T3

(seau)) se| ap ewpOUS (sesul| se| ap oleqep

eueiquiawisuen} sojoquils) BUBIQWIBWISURI] SO|OqIIS)

onuap llm:mEEmEm:mb

—— elon}

0se |

0
12

so)sinaid
BURICQWSWSURI] SOlUIWOP §

e A
[ =]
pepliiqeqoad

)

IWWHILL & seloualsod elousnoas ap sapepljigeqold

-~

4

2

1
Towews -t -hl

' 9

4— BURIQUIBWISUEL] SOlUIWOQ

L] 2 -y

™

i i

anae~
L] o
sane-
otet~
LUl L
anst-

- so)siAald
ese: BUBJIQUIBWISURI) SOIUIWOP §

oploouoosap eled paidjy] opeynsay

soer

o¢lL A 4¢1 eanbig

A1 d8 9P T SIUELIEA B| 9p BUBIqWAWSUEI)} Sauolbal ap uoidaipald

204



ES 2537074 T3

(seau)| se| ap ewpoua (seau) se| ap oleqap

eueiquiswisuel} sojoquis) eueIqusWSURI} SO[OqIS)
e B 10N} - ofjuap l.lm:m.EEmEmcm.:
s
r 0
{Zo
-
¥o 3
i
i g'o =
1 & mn so}siaaud
S pueiqIaLUSURI) SOIUIWOP €
L I . . 4 r
B aoasneees NN |

INWHIALL B saiols)sod elouanoas ap sapepl|iqedold

} , } } } | <4— eURIqUaWSURI]} solulwo(q

aam Ll LI aer R -
T ki

|
v [T ¥

ABAw-~
PO
aver-
oede~
L L2 B
-
. so}sinald
eset  BUBICUISWISUEI} SOIUILIOP ¥

i

0pIo0U09S3p Smn._ paidinl opelnsey
1€} A HEL eanbiy

A1 d8 2P € duUeLIeA B] 9p BURIqWAWSURI) S2UO0IBAI 3p UOIDDIpald

205



ES 2537074 T3

oBewojse ap Jouwiny = |
[euLiou obewiojse =

oBewo)sa ap Jasued uod sajuaioed ap

sauaWyoadsd Ud L-dv3LS 9p uglsaidx3 | einbid

206



ES 2537074 T3

[Bjo8. Jeoues ap SISejsesall =
[Bj08. J8oues ap Jowinj = |
|ew.iou o308l = N

|[e}oal Jaoued uod sajualoed

ap sauawioadsa ua |

dVv3Ls ap uogisaidx3 G| einbij

207



ES 2537074 T3

xg1 B

XLT

dOd-1¥ 10d DIANH Ud |-dVILS 3p uoisaidx3 g| einbig

208



ES 2537074 T3

6l ¢4 [01IU0D UIN)

0'e 1-dVELS €0d
_ Ea ~ [eered €0d
<n_._ mv mm:ammv ojuswne ap Jojoe se|nen
«Sim«m,&,mom S £ ¢ +8m -~ gd -
TS T T O N N I m " " . i m t.:“au«“_ .“.., _g.._;..._.:, 4 . m
g o ' o~ i }
LA SI ) P L - = uu . -
S I | i
i v N " e

Vd'1 & eisandsar ud o1o1ed ap oy [2 erpawt [-dVALS :L] ©Indig

209



ES 2537074 T3

osuod| vaL | vean |epuonwy
m,
©
I ot _ 8la ..m-
12128 2|2 g€l 2|8
’ !
H i
3 a
: wﬁ 1 :
ravarseoam| | B : .
oen-ed 8| | ‘I 1

it 02

- 09
- 08
- 004
r 02}

——1 Ob}

00}

. alejuaalogd

..2D ap sdjeurd ap opiqryut un 1od [-dvALS-€Jd 9P uoreidpoid ey ap ugiquyu g1 LmnSig

210



ES 2537074 T3

(0Ae3du [013U0I)
€Dd [011U0d ud5)

 1-dVELS-€0d

E1 “r

0ON-€Dd |

R[N[90-L[N[90 TOIOBOIUNTIOD ¥ BIPAW [-JVHLS

211



ES 2537074 T3

Uyt

y9

erdonuowy  [-dVALS-€0d 0ON-€Dd

odwan [ap AuAIpudap vIdULW P JL[N[II UOIILIIUNUIOD B[ RIPAW [-dVHLS ‘07 eIndig

212



ES 2537074 T3

% 0T I¢ Sad
R~ . gzl
3 W AT el bk k] - . _
|
% OL ¢ SEd

‘gednuy

gcd-oysoy nuy

% 1% SdA

©d  VIC "DId

..a - m%
hl ulnwklfin i..

%%% ,

¢.
%»

[T eIn3ig

213



ES 2537074 T3

MYd-oysoj-huy

& &
~ N ~
N s N N
/ o/u i o\ of

lavaIS€0d | ooNehd d2¢C "DId

MYHA-DuUe eDUAIIJSUed J,

S H-0JS0J-T)UE LIIUIINJSURIL,

PR (22t

TT eInsig

214



ES 2537074 T3

"RUIII[BI AP vPUIIdJsued) gpeaed vLIEs3d9u $3 sea03dadaa
OuI0) SA)URUOP 0)ue) Se[N[ID Ip uone[qod e[ ud [-JVILS 2P UOISa.1dXd ©[ :ugIsnduo)) «

-o1dodso.1d1u [¢ uoaezijeue £ Uo.IeAn[mI-0d 3s (seloa) sea0y3dadaua ey £ (sapaaa) sayueuop

SR[N[ID SBT “JATV RUIDI[ED U0d [-JVILLS-€Dd © €)d Sjueuop Sse[ndd uoqedIvil 9§ "SeXJ [,
ofoa - our.Xap U0d [-JVALS-€Dd © £Dd s&103d3I31 SE[N[I UOILIIRW IS :SOPOIIA »

[-dVELS-€0d (IAVALS-€0d 1-IVELS-€0d 04 €0d 4604

S©10700001 A SOJUBUOP SE[N[Od U [-JV LS OP BLIESo00U nﬂmoaxm
€T ety |

215



ES 2537074 T3

YIS TS

- ldvH LS 3P diNyv op OWaliifedeios” 100uGn Ny 8P olUsiiedeIes

P iy e e T T R S TR e A R S T R e

N m.:._m_u_

216



ES 2537074 T3

: e | 9%5.‘; _=_uu "o a_:.a__._:f
: —a_t n.—m u_u 5124 uod we—uc«r.: dEON'T

R o LR T R N T o et e L e S e S KT

& ”n_moz._ mm_s_wo us mm:_muoa ap UoISaIdX9 | 9160 INNV 12p 01993
G 74 E:m_u_

217



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

