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DESCRIPCION
Procedimientos y agentes para el diagndstico y tratamiento del carcinoma hepatocelular

Antecedentes de la invencion

El carcinoma hepatocelular (CHC) es el cancer primario de higado mas frecuente y es el quinto cancer mas comun en
los seres humanos en todo el mundo. EI CHC también es la cuarta causa mas importante de las muertes relacionadas
con el cancer (Parkin DM, Bray F, Ferlay J, Pisani P. Estimating the world cancer burden: Globocan 2000. Int J Cancer
2001; 94: 153-156). En 1990, la Organizacion Mundial de la Salud estimé que habia aproximadamente 430.000 nuevos
casos de cancer de higado en el mundo y que un nimero similar de pacientes murié ese afio como resultado de esta
enfermedad.

La patogenia del CHC se ha asociado con las infecciones por virus de la hepatitis B (VHB) y virus de la hepatitis C
(VHC) cronicas, asi como con las afecciones del higado ocasionadas por cirrosis (Bruix J, y col. J Hepatol 35: 421-
430, 2001; Bruix J, y col. Cancer Cell 5: 215-219, 2004). Por consiguiente, la incidencia del CHC es la mas alta en los
paises del este asiatico, tales como China, Hong Kong, Taiwan, Corea y Japén, en donde las infecciones por VHB y
VHC son las mas predominantes (Bruix J, y col. Cancer Cell 5: 215-219, 2004; Haskell CM. Capitulo 46 Liver: Natural
History, Diagnosis and Staging en “Cancer Treatment” 52 edicion, W. B, Saunders Company, Filadelfia, editores:
Haskell CM y Berek JS). Sin embargo, la incidencia del CHC en los paises occidentales esta en constante aumento
(Parkin DM, y col. Int J Cancer 94; 153-156, 2001). En los Estados Unidos, a lo largo de la ultima década el CHC
presentd el segundo aumento mas alto de incidencia y el aumento mas alto de la tasa de mortalidad de todos los
canceres (Ann Int Med 139:817-823, 2003). Por lo tanto, en los Estados Unidos y en todo el mundo el CHC es una
causa importante de mortalidad y morbilidad, y una carga econémica significativa debido a los costos hospitalarios y
a la pérdida de trabajo de las personas con CHC.

El control satisfactorio del CHC requiere un diagnédstico correcto de la enfermedad en una fase temprana de su
evolucioén. Sin embargo, distinguir a los tumores de CHC pequefios de otras enfermedades del higado malignas y no
malignas, incluyendo tumores metastasicos, colangiocarcinoma, hiperplasia nodular focal, nédulos del higado
displasicos y regenerativos, utilizando las técnicas actuales tales como los estudios por formacion de imagenes, la
biopsia con aguja gruesa y/o la biopsia aspirativa con aguja fina, ha resultado ser un desafio (Ferrell LD, y col. Am J
Surg Pathol 17: 1113-1123, 1993; Horigome H, y col. Hepato-Gatroenterology 47: 1659-1662, 2000; Kalar S, y col.
Arch Pathol Lab Med 131: 1648-1654, 2007; Seki S, y col. Clin Cancer Res 6: 3460-3473, 2000). Ademas, los intentos
para tratar el CHC de forma terapéutica han sido en buena medida insatisfactorios (Bruix J, y col. J Hepatol 35: 421-
430, 2001; Bruix J, y col. Cancer Cell 5: 215-219, 2004; Haskell CM. Capitulo 46 Liver: Natural History, Diagnosis and
Staging en “Cancer Treatment” 52 edicion, W. B, Saunders Company, Filadelfia, editores: Haskell CM y Berek JS;
Szklaruk J, y col. AJR 180: 441-453, 2003). Como resultado, a pesar de la terapia activa la tasa de supervivencia a 5
afnos de los pacientes con CHC en los EE.UU. es solo del 10,5 %, lo que esta en segundo lugar en magnitud después
del cancer pancreatico (ACS Cancer Facts & Figures (2007)). Por lo tanto, existe una necesidad acuciante de identificar
un marcador mas fiable para diferenciar al CHC de otras patologias del higado y facilitar la deteccion precoz de esta
enfermedad. Ademas, existe una necesidad acuciante de desarrollar agentes terapéuticos nuevos y mas eficaces para
el tratamiento del CHC.

El documento WO 2008/091781 describe procedimientos y materiales para el uso de inhibidores de la PLVAP (sigla
del inglés: plasmalemma vesicle-associated protein, proteina asociada a vesiculas de membrana plasmatica) para
reducir el crecimiento tumoral en un mamifero.

Sumario de la invenciéon

El objeto de la invencion se expone en las reivindicaciones adjuntas.

Breve descripcion de los dibujos

Lo precedente sera evidente a partir de la siguiente descripcion mas particular de las realizaciones ejemplares de la
invencion, como se ilustra en los dibujos que adjuntos, en los que los caracteres de referencia similares se refieren a
las mismas partes a los largo de las distintas vistas. Los dibujos no estan necesariamente a escala, poniéndose en
cambio énfasis en ilustrar las realizaciones de la presente invencion.

La FIG. 1 es un diagrama de flujo que representa un algoritmo para la identificacion de genes que muestran una
expresion diferencial extrema entre tejidos tumorales y no tumorales adyacentes.

La FIG. 2 es un grafico que representa las intensidades de expresion del gen de PLVAP en muestras (n=18) de
tejido de CHC (CHCE) y de higado no tumoral adyacente (NE) emparejadas, asi como de muestras de CHC no
emparejadas (n=82), segun se determind mediante la caracterizacion de transcritos de ARNm utilizando los chips
génicos de Affymetrix.

La FIG. 3A es un grafico que representa las cantidades de expresion relativa de PLVAP en muestras de tejido de
CHC (CHCE) y de higado no tumoral adyacente (NE) emparejadas, segin se determind mediante RT-PCR
cuantitativa Tagman. Los niveles de ARNm de PLVAP son significativamente superiores en CHC respecto a los
tejidos de higado no tumorales.
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La FIG. 3B es un grafico que representa las intensidades de expresion génica de PLVAP en 18 muestras de tejido
de CHC (CHCE) y de higado no tumoral adyacente (NE) emparejadas, segun se determiné mediante el analisis
por micromatriz. Los niveles de transcrito de PLVAP fueron mas elevados en CHC que en el tejido de higado no
tumoral adyacente de cada individuo para todos los individuos analizados, excepto uno.

Las FIG. 4A y B muestran la secuencia de nucledtidos (SEQ ID NO:1) y la secuencia de aminoacidos deducida
(SEQ ID NO:2) de la proteina de fusion recombinante de la proteina PLVAPs1442 humana etiquetada con His
utilizada para generar el antisuero policlonal anti PLVAP en raton.

La FIG. 5 es una imagen de una transferencia de Western que representa la deteccion de la proteina PLVAP
recombinante antes y después de la digestion con trombina para eliminar la etiqueta de His. Las flechas a la
izquierda de la transferencia indican los emplazamientos de His-PLVAP y PLVAP en la transferencia. Los nimeros
a la izquierda de la transferencia indican las posiciones de los patrones de peso molecular.

La FIG. 6A es un grafico que representa la presencia de las cantidades relativas significativas del ARNm de PLVAP
en células endoteliales de CHC obtenidas mediante microdiseccion por captura laser de dos muestras de tejido de
CHC (Muestra A (negro) y Muestra B (gris)), segun se determiné mediante RT-PCR cuantitativa en tiempo real de
dos etapas. Las lineas discontinuas representan las sefiales de RT-PCR cuantitativa Tagman del ARNm de beta
actina en las mismas muestras utilizadas para la RT-PCR cuantitativa del ARNm de PLVAP. Los resultados indican
la presencia de ARNm de PLVAP medible facilmente en las células endoteliales extraidas (lineas continuas).

La FIG. 6B es un grafico que representa la ausencia de cantidades relativas significativas de ARNm de PLVAP en
células obtenidas mediante microdiseccion por captura laser de tejido de higado no tumoral adyacente con
respecto a tejido de CHC, en dos muestras de CHC (Muestra A (negro) y Muestra B (gris)), segun se determiné
por RT-PCR cuantitativa en tiempo real Tagman de dos etapas. Los resultados indican ARNm de PLVAP no
detectable (linea continua negra) y apenas detectable (linea continua gris) en las células extraidas.

La FIG. 6C es un grafico que representa las cantidades relativas de ARNm de PLVAP en células tumorales de
CHC obtenidas mediante microdiseccion por captura laser de dos muestras de tejido de CHC (Muestra A (negro)
y Muestra B (gris)), segun se determiné por RT-PCR cuantitativa en tiempo real Tagman de dos etapas. Los
resultados indican la presencia de cantidades muy pequefias de ARNm de PLVAP (lineas continuas) en las células
de CHC extraidas debido a una contaminacién menor inevitable procedente de la porcién de células endoteliales
vasculares unida a las células de CHC extraidas.

La FIG. 7 es un grafico que representa el titulo de anticuerpos anti PLVAP en antisuero de ratén generado frente
a la proteina PLVAPs51.442 recombinante, segun se determiné por ELISA.

Las FIG. 8A-F son imagenes que muestran cortes de tejidos fijados en formalina de CHC (las FIG. 8A, C, E) y de
higado no tumoral adyacente (las FIG. 8B, D, F) emparejados, de tres pacientes con carcinoma hepatocelular, que
se tifieron de forma inmunohistoquimica utilizando antisuero policlonal anti PLVAP para detectar el emplazamiento
de la proteina PLVAP. Los tejidos emparejados se muestran en las FIG. 8A,B; las FIG. 8C,D y las FIG. 8E,F. La
proteina PLVAP, la cual aparece como una tincion marrén (flechas) en las imagenes de CHC, se detectaron solo
en células endoteliales capilares de carcinomas hepatocelulares (las FIG. 8A,C,E). En el tejido de higado no
tumoral no habia PLVAP detectable (las FIG. 8B, D, F).

Las FIG. 9A-F son imagenes que muestran cortes fijados con formalina de tejidos de CHC (las FIG. 9A,C,E,F) y
de higado no tumorales (las FIG. 9B,D), de tres pacientes con carcinoma hepatocelular, que se tifieron de forma
inmunohistoquimica utilizando antisuero policlonal anti PLVAP para detectar el emplazamiento de la proteina
PLVAP. Las FIG. 9A,B y las FIG. 9C,D muestran muestras de tejido de CHC y de higado no tumoral adyacente
emparejadas. La proteina PLVAP, la que aparece como una tincién marrén (flechas) en las imagenes de CHC, se
detectd solo en células endoteliales capilares de carcinomas hepatocelulares (las FIG. 9A,C,E,F). En el tejido de
higado no tumoral no habia PLVAP detectable (las FIG. 9B,D).

Las FIG. 10A-F son imagenes que muestran cortes de tejidos fijados con formalina de hiperplasia nodular focal de
seis pacientes distintos, que se tifieron de forma inmunohistoquimica utilizando antisuero policlonal anti PLVAP
para detectar el emplazamiento de la proteina PLVAP. La proteina PLVAP no se detectd en células endoteliales
que revisten los sinusoides/capilares vasculares de tejidos de higado no tumorales de hiperplasia nodular focal.
Se observo algo de tincion positiva (gris oscuro) en células epiteliales de las vias biliares (las FIG. 10A, 10D y 10F)
y en los vasos de los espacios porta (las FIG. 10D y 10F), pero no en las células endoteliales del parénquima
hepatico. La tincién positiva de las células epiteliales de las vias biliares se debié a la unién de anticuerpos no
especificos en el antisuero contra PLVAP.

Las FIG. 11A y 11B son imagenes que muestran cortes de tejido fijados con formalina de dos pacientes con
hemangioma hepatico, que se tifieron de forma inmunohistoquimica con antisuero policlonal anti PLVAP. Las
células de revestimiento endotelial del hemangioma hepatico no mostraron expresion significativa de la proteina
PLVAP.

Las FIG. 12A y 12B son imagenes que muestran cortes de tejido fijados con formalina de dos pacientes con
hepatitis B crénica activa, que se tifieron de forma inmunohistoquimica con antisuero policlonal anti PLVAP. La
proteina PLVAP no se detectoé en células endoteliales que revisten los sinusoides/capilares vasculares de tejidos
de higado no tumorales de pacientes de hepatitis B cronica.

Las FIG. 13A-D son imagenes que muestran cortes de tejido fijados con formalina de tres pacientes distintos con
hepatitis C crénica activa, que se tifieron de forma inmunohistoquimica con antisuero policlonal anti PLVAP. Los
cortes de tejido mostrados en las FIG. 13B y 13D son del mismo paciente. La proteina PLVAP no se detecto en
células endoteliales que revisten los sinusoides/capilares vasculares de tejidos de higado no tumorales de
pacientes de hepatitis C crénica.

Las FIG. 14A-D son imagenes que muestran cortes de tejido fijados con formalina de tres pacientes distintos con
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canceres de higado metastasicos, que se tifieron de forma inmunohistoquimica con antisuero policlonal anti
PLVAP. Los cortes de tejido son de pacientes con adenocarcinoma colorrectal metastasico (FIG. 14A),
colangiocarcinoma intra hepatico (las FIG. 14B y C) o carcinoma de ovario metastasico (FIG. 14D). Los cortes de
tejido mostrados en las FIG. 14B y 14C son del mismo paciente. La proteina PLVAP no se detect6 en las células
endoteliales que revisten los sinusoides/capilares vasculares de los tejidos de cancer metastasico.

La FIG. 15A muestra las secuencias génicas nucleotidicas (parte superior) (SEQ ID NO:3) y de aminoacidos
deducida (parte media) (SEQ ID NO:4) del dominio V4 del anticuerpo monoclonal KFCC-GY4. También se indica
la secuencia de restos de aminoacidos en los CDR 1 (SEQ ID NO:5), 2 (SEQ ID NO:6) y 3 (SEQ ID NO:7) (parte
inferior).

La FIG. 15B muestra las secuencias génica nucleotidica (parte superior) (SEQ ID NO:8) y de aminoacidos deducida
(parte media) (SEQ ID NO:9) del dominio V. del anticuerpo monoclonal KFCC-GY4. También se indica la secuencia
de restos de aminoacido en las CDR 1 (SEQ ID NO:10), 2 (SEQ ID NO:11) y 3 (SEQ ID NO:12) (parte inferior).
La FIG. 16A muestra las secuencias génica de nucledtidos (parte superior) (SEQ ID NO:13) y de aminoacidos
deducida (parte media) (SEQ ID NO:14) del dominio Vy del anticuerpo monoclonal KFCC-GY5. También se indica
la secuencia de los restos de aminoacido en las CDR 1 (SEQ ID NO:15), 2 (SEQ ID NO:16) y 3 (SEQ ID NO:17)
(parte inferior).

La FIG. 16B muestra las secuencias génica de nucledtidos (parte superior) (SEQ ID NO:18) y de aminoacidos
deducida (parte media) (SEQ ID NO:19) del dominio V. del anticuerpo monoclonal KFCC-GY5. También se indica
la secuencia de restos de aminoacido en las CDR 1 (SEQ ID NO:20), 2 (SEQ ID NO:21) y 3 (SEQ ID NO:22) (parte
inferior).

La FIG. 17 es un grafico que representa la unién de los anticuerpos monoclonales KFCC-GY4 (circulos vacios) y
KFCC-GYS5 (circulos rellenos) contra la proteina PLVAP recombinante a diversas concentraciones de anticuerpo,
segun se determind por ELISA.

La FIG. 18 es una inmunotransferencia que muestra que los anticuerpos monoclonales KFCC-GY4 y KFCC-GY5
pueden detectar 5ng de proteina PLVAP recombinante. Carril 1: patron de peso molecular; Carril 2:
inmunotransferencia con anticuerpo monoclonal KFCC-GY4; Carril 3: inmunotransferencia con anticuerpo
monoclonal KFCC-GY5. El peso molecular de la proteina PLVAP recombinante es de 45 kD.

Las FIG. 19A y 19C son geles de acrilamida con SDS tefiidos con azul de Coomassie. Carril 1: patron de peso
molecular; Carril 2: proteinas de membrana hidréfobas extraidas con TX-114 de células endoteliales vasculares
de cordén umbilical humano que se han estimulado con VEGF (40 ng/ml) durante 72 horas antes de la extraccion.
La FIG. 19B es una inmunotransferencia, en la que el extracto mostrado en el Carril 2 de la FIG. 19A se analizé
con anticuerpos monoclonales KFCC-GY4. Carril 1: patrén de peso molecular; Carril 2: proteinas de membrana
hidréfobas extraidas con TX-114 de células endoteliales vasculares de cordén umbilical humano que se han
estimulado con VEGF (40 ng/ml) durante 72 horas antes de la extraccion.

La FIG. 19D es una inmunotransferencia en la que el extracto mostrado en el Carril 2 de la FIG. 19C se analizé
con anticuerpos monoclonales KFCC-GY-5. Carril 1: patrén de peso molecular; Carril 2: proteinas de membrana
hidréfobas extraidas con TX-114 de células endoteliales vasculares de cordén umbilical humano que se han
estimulado con VEGF (40 ng/ml) durante 72 horas antes de la extraccion.

La FIG. 20A es una microfotografia de fluorescencia que representa la tincion de inmunofluorescencia de células
endoteliales vasculares humanas (CEVUH) con IgG de raton normal de control. Los nicleos se tifieron con 4’,6-
diamino-2-fenilindol (DAPI). Aumento = 600x.

La FIG. 20B es una microfotografia de fluorescencia que representa la tincion de inmunofluorescencia de células
endoteliales vasculares humanas (CEVUH) con anticuerpo monoclonal contra el factor de von Willebrand (FVW).
El FVW es un marcador positivo para células endoteliales vasculares humanas. Los nucleos se tifieron con 4’,6-
diamino-2-fenilindol (DAPI). Aumento = 600x.

La FIG. 20C es una microfotografia de fluorescencia que representa la tincién de inmunofluorescencia de células
endoteliales vasculares humanas (CEVUH) con anticuerpo monoclonal KFCC-GY4 contra PLVAP. Los anticuerpos
monoclonales anti PLVAP KFCC-GY4 reaccionaron de forma positiva con células endoteliales vasculares
humanas. Los nucleos se tifieron con 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI). Aumento = 600x.

La FIG. 20D es una microfotografia de fluorescencia que representa la tincién de inmunofluorescencia de células
endoteliales vasculares humanas (CEVUH) con anticuerpo monoclonal contra PLVAP KFCC-GY5. Los anticuerpos
monoclonales anti PLVAP KFCC-GY5 reaccionaron de forma positiva con células endoteliales vasculares
humanas. Los nucleos se tifieron con 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI). Aumento = 600x.

La FIG. 21A es una microfotografia dptica de un corte de tejido de hepatoma fijado con formalina incluido en un
bloque de parafina, que se tifid con anticuerpos monoclonales anti PLVAP KFCC-GY5. Se detecté una fuerte sefial
de PLVARP (tincion gris oscura) en células endoteliales vasculares de hepatoma. El aumento es de 100X.

La FIG. 21B es una microfotografia 6ptica de un corte de tejido de hepatoma fijado con formalina del mismo
paciente que la muestra mostrada en la FIG. 21A, que se tifidé con anticuerpos monoclonales anti PLVAP KFCC-
GY4. Se detectd una sefial de PLVAP moderada (tincion gris clara) en células endoteliales vasculares de
hepatoma. El aumento es de 100X.

La FIG. 21C es una microfotografia 6ptica de un corte de tejido de hepatoma fijado con formalina de un paciente
distinto que las muestras mostradas en las FIG. 21Ay B, que se tifié con anticuerpos monoclonales anti PLVAP
KFCC-GY5. Se detectd una sefial de PLVAP fuerte (tincion gris oscura) en células endoteliales vasculares. El
aumento es de 100X.

La FIG. 21D es una microfotografia optica de un corte de tejido de hepatoma fijado con formalina del mismo
paciente que la muestra mostrada en la FIG. 21C, incluido en un bloque de parafina, el cual se tifié con anticuerpos
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monoclonales anti PLVAP KFCC-GY4. Se detect6é una sefial de PLVAP moderada (tincion gris clara) en células
endoteliales vasculares, lo que indica que los anticuerpos monoclonales KFCC-GY4 se unen al antigeno PLVAP
peor que los anticuerpos KFCC-GY5. El aumento es de 100X.

Las FIG. 22A-H son microfotografias opticas de cortes de tejidos de hepatoma (las FIG. 22A, C, E y G) y de tejidos
de higado no tumorales adyacentes (las FIG. 22B, D, F y H) procedentes de cuatro pacientes con hepatoma
distintos seleccionados aleatoriamente. Los cortes se tifieron con anticuerpos monoclonales anti PLVAP KFCC-
GY5. Se detect6 una sefial de PLVAP (tincion gris) en células endoteliales vasculares de tejido de hepatoma, pero
no en tejido de higado no tumoral de células endoteliales vasculares. El aumento es de 100X. Las FIG. 22A y B,
CyD,EyF,y Gy H representan los cuatro conjuntos de tejidos de hepatoma y de higado no tumorales
emparejados.

La FIG. 23A es una microfotografia de fluorescencia que representa células endoteliales vasculares humanas (las
CEVUH) que se tifieron con IgG de raton de control. Los nucleos se tifieron con 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI).
La FIG. 23B es una microfotografia de fluorescencia que representa células endoteliales vasculares humanas (las
CEVUH) que se tifieron con anticuerpo monoclonal KFCC-GY4 contra PLVAP. Los anticuerpos monoclonales anti
PLVAP KFCC-GY4 reaccionan de forma positiva con las superficies de las células endoteliales vasculares
humanas. Los nucleos se tifieron con 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI).

La FIG. 23C es una microfotografia de fluorescencia que representa células endoteliales vasculares humanas (las
CEVUH) que se tifieron con anticuerpo monoclonal contra PLVAP KFCC-GY5. Los anticuerpos monoclonales anti
PLVAP KFCC-GY5 reaccionaron de forma positiva con las superficies de las células endoteliales vasculares
humanas. Los nucleos se tifieron con 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI).

La FIG. 24 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina PLVAP humana (n.° de Referencia de Genbank
NP_112600; SEQ ID NO:23).

Las FIG. 25A y 25B muestran la secuencia de nucleotidos del ADNc de PLVAP humana de longitud completa
(n.° de Referencia de Genbank NM_031310; SEQ ID NO:24).

La FIG. 26 es una tabla que indica la expresion de PLVAP en células endoteliales vasculares en diversos tejidos y
organos normales en primates humanos y dos no humanos, segin se determind mediante inmunohistoquimica
utilizando los anticuerpos KFCC-GY4 y Gyb.

Las FIG. 27A-F2 muestran tejidos de ser humano y de mono normales que se tifieron de forma inmunohistoquimica
con los anticuerpos monoclonales (Acm) KFCC-GY4, KFCC-GY5 y anti CD34. Las flechas sefalan las células
endoteliales capilares que expresan PLVAP en los respectivos tejidos.

La FIG. 27A muestra un corte de tejido de glandula suprarrenal humana que se ha tefiido con el Acm KFCC-GY4.
La FIG. 27B muestra un corte de tejido de glandula suprarrenal humana que se ha tefiido con el Acm anti CD34
humana, que reconoce a CD34, un marcador de células endoteliales. La FIG. 27C muestra un corte de tejido de
glandula suprarrenal de mono cinomolgo que se ha tefiido con el Acm KFCC-GY4. La FIG. 27D muestra un corte
de tejido de glandula suprarrenal de mono rhesus que se ha tefiido con el Acm KFCC-GY4.

La FIG. 27E muestra un corte de tejido de glandula suprarrenal humana que se ha tefiido con el Acm KFCC-GY5.
La FIG. 27F muestra un corte de tejido de glandula suprarrenal humana que se ha tefiido con el Acm anti CD34
humana, que reconoce a CD34, un marcador de células endoteliales. La FIG. 27G muestra un corte de tejido de
glandula suprarrenal de mono cinomolgo que se ha tefiido con el Acm KFCC-GY5. La FIG. 27H muestra un corte
de tejido de glandula suprarrenal de mono rhesus que se ha tefiido con el Acm KFCC-GY5.

La FIG. 271 muestra un corte de tejido de rifidn humano que se ha tefido con el Acm KFCC-GY4. La FIG. 27J
muestra un corte de tejido de rifidn humano que se ha tefiido con el Acm anti CD34 humana, que reconoce a CD34,
un marcador de células endoteliales. La FIG. 27K muestra un corte de tejido de rifidn de mono cinomolgo que se
ha tefiido con el Acm KFCC-GY4. La FIG. 27L muestra un corte de tejido de rifidn de mono rhesus que se ha tefiido
con el Acm KFCC-GY4. El Acm KFCC-GY4 tifie células endoteliales capilares entre los tubulos renales y no tifie
células endoteliales en los glomérulos. Por el contrario, el anticuerpo anti CD34 tifie de forma positiva células
endoteliales capilares entre los tdbulos renales y en los glomérulos.

La FIG. 27M muestra un corte de tejido de rifidn humano que se ha tefiido con el Acm KFCC-GY5. La FIG. 27N
muestra un corte de tejido de rifidn humano que se ha tefiido con el Acm anti CD34 humana, que reconoce a CD34,
un marcador de células endoteliales. La FIG. 270 muestra un corte de tejido de rifidn de mono cinomolgo que se
ha tefiido con el Acm KFCC-GY5. La FIG. 27P muestra un corte de tejido de rifidn de mono rhesus que se ha
tefiido con el Acm KFCC-GY5. Al igual que el Acm KFCC-GY4, el Acm KFCC-GY5 tifie células endoteliales
capilares entre los tubulos renales y no tifie células endoteliales en los glomérulos. Por el contrario, el anticuerpo
anti CD34 tifie de forma positiva células endoteliales capilares entre los tubulos renales y en los glomérulos.

La FIG. 27Q muestra un corte de tejido de cerebro humano que se ha tefiido con el Acm KFCC-GY4. La FIG. 27R
muestra un corte de tejido de cerebro humano que se ha tefiido con el Acm anti CD34 humana, que reconoce a
CD34, un marcador de células endoteliales. Las células endoteliales vasculares del cerebro se tifien de forma
positiva para el marcador endotelial CD34 (flechas). La FIG. 27S muestra un corte de tejido de cerebro de mono
cinomolgo que se ha tefiido con el Acm KFCC-GY4. La FIG. 27T muestra un corte de tejido de cerebro de mono
rhesus que se ha tefiido con el Acm KFCC-GY4. Las células endoteliales de cerebro tanto humanas como de mono
no expresan PLVAP.

La FIG. 27U muestra un corte de tejido de cerebro humano que se ha tefiido con el Acm KFCC-GY5. La FIG. 27V
muestra un corte de tejido de cerebro humano que se ha tefiido con el Acm anti CD34 humana, que reconoce a
CD34, un marcador de células endoteliales. Las células endoteliales vasculares de cerebro se tifieron de forma
positiva para el marcador endotelial CD34 (flechas). La FIG. 27W muestra un corte de tejido de cerebro de mono
cinomolgo que se ha tefiido con el Acm KFCC-GY5. La FIG. 27X muestra un corte de tejido de cerebro de monos

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 732 504 T3

rhesus que se ha tefiido con el Acm KFCC-GY5. Las células endoteliales de cerebro tanto humanas como de mono
no expresan PLVAP.

La FIG. 27Y muestra un corte de tejido de higado humano que se ha tefiido con el Acm KFCC-GY4. La FIG. 27Z
muestra un corte de tejido de higado humano que se ha tefido con el Acm anti CD34 humana, que reconoce a
CD34, un marcador de células endoteliales. Las células endoteliales vasculares de cerebro se tifieron de forma
positiva para el marcador endotelial CD34 (flechas). La FIG. 27A2 muestra un corte de tejido de higado de mono
cinomolgo que se ha tefiido con el Acm KFCC-GY4. La FIG. 27B2 muestra un corte de tejido de higado de mono
rhesus que se ha tefiido con el Acm KFCC-GY4. El Acm KFCC-GY4 no reacciona con células endoteliales de
sinusoide (flechas finas) y la vena central (flechas gruesas) de higado en ser humano, mono cinomolgo y mono
rhesus.

La FIG. 27C2 muestra un corte de tejido de higado humano que se ha tefiido con el Acm KFCC-GY5. La FIG. 27D2
muestra un corte de tejido de higado humano que se ha tefiido con el Acm anti CD34 humana, que reconoce CD34,
un marcador de células endoteliales. Las células endoteliales vasculares de cerebro se tifieron de forma positiva
para el marcador endotelial CD34 (flechas). La FIG. 27E2 muestra un corte de tejido de higado de mono cinomolgo
que se ha tefido con el Acm KFCC-GY4. La FIG. 27F2 muestra un corte de tejido de higado de mono rhesus que
se ha tefiido con el Acm KFCC-GY5. El Acm KFCC-GY5 no reacciona con células endoteliales de sinusoide
(flechas finas) y vena central (flechas gruesas) de higado de ser humano, mono cinomolgo y mono rhesus.

La FIG. 28A muestra un gel SDS-PAGE tefiido con azul de Coomassie de extracto de proteinas totales de 1x102
E. coli que expresan PLVAP51-442 etiquetada con His (Carril 1); PLVAP282-442 etiquetada con His (Carril 2);
PLVAP51-292 etiquetada con His (Carril 3) o CEACAMBG etiquetada con His (Carril 4). Los patrones de proteina de
peso molecular se resuelven en el Carril M.

La FIG. 28B muestra una inmunotransferencia que se analizé6 con Acm KFCC-GY4 de ratén para detectar las
proteinas PLVAP en un extracto de proteinas totales de 1x108 E. coli que expresan PLVAP51-442 etiquetada con
His (Carril 1); PLVAP282-442 etiquetada con His (Carril 2); PLVAP51-292 etiquetada con His (Carril 3) o CEACAM6
etiquetada con His (Carril 4). Los patrones de proteina de peso molecular se resuelven en el Carril M.

La FIG. 28C muestra una inmunotransferencia que se analiz6 con Acm KFCC-GY5 de ratén para detectar las
proteinas PLVAP en un extracto de proteinas totales de 1x108 E. coli que expresan PLVAP51-442 etiquetada con
His (Carril 1); PLVAP282-442 etiquetada con His (Carril 2); PLVAP51-292 etiquetada con His (Carril 3) o CEACAM6
etiquetada con His (Carril 4). Los patrones de proteinas de peso molecular se resuelven en el Carril M.

La FIG. 28D muestra una inmunotransferencia que se analizé con anticuerpo anti etiqueta His, para detectar las
proteinas PLVAP etiquetadas con His en el extracto de proteinas totales de 1x108 E. coli que expresan PLVAP51-
442 etiquetada con His (Carril 1); PLVAP282-442 etiquetada con His (Carril 2); PLVAP51-292 etiquetada con His
(Carril 3) o CEACAMS etiquetada con His (Carril 4). Los patrones de proteinas de peso molecular se resuelven en
el Carril M.

La FIG. 29 es un grafico de barras que muestra la union del anticuerpo monoclonal (Acm) KFCC-GY4 a PLVAP
que se capturo en primer lugar mediante el Acm KFCC-GY5. Para este estudio se utilizd ELISA. Cada valor es una
media de los duplicados.

La FIG. 30 es un grafico de barras que representa la union aditiva de los anticuerpos monoclonales combinados
completamente humanizados obtenidos de KFCC-GY4 (CSR01-VH5/VK2) y KFCC-GY5 (CAS02-VH5/VK3) a la
proteina PLVAP. Los valores son un promedio de los duplicados.

La FIG. 31 muestra un gel SDS-PAGE tefido con azul de Coomassie, de los anticuerpos KFCC-GY4 y KFCC-GY5
quiméricos purificados por proteina A después de la reduccién de los enlaces disulfuro. Carril 1: patrones de
proteina Precision plus (Bio-Rad); Carril 2: anticuerpo KFCC-GY4 quimérico 1,0 pg; Carril 3: anticuerpo KFCC-
GY5 quimérico 1,0 ug; Carril 4: patrones de proteina Precision plus (Bio-Rad).

Las FIG. 32A-G muestran la secuencia de nucleétidos del vector plasmidico a base de pANT12 que codifica la
quimera de VH de KFCC-GY4 y la secuencia de aminoacidos deducida de la quimera.

Las FIG. 33A-D muestran la secuencia de nucleétidos del vector plasmidico a base de pANT13 que codifica la
quimera de VK de KFCC-GY4 y la secuencia de aminoacidos deducida de la quimera.

Las FIG. 34A-F muestran la secuencia de nucleétidos del vector plasmidico a base de pANT12 que codifica la
quimera de VH de KFCC-GY5 y la secuencia de aminoacidos deducida de la quimera.

Las FIG. 35A-D muestran la secuencia de nucleétidos del vector plasmidico a base de pANT13 que codifica la
quimera de VK de KFCC-GY5 y la secuencia de aminoacidos deducida de la quimera.

La FIG. 36 es un grafico que representa los resultados de un ELISA de competicion de anticuerpo KFCC-GY4 en
la que se analizaron series de diluciones de los anticuerpos KFCC-GY4 quimérico y murino frente a una
concentracion fija de GY4 biotinilado, por la unién a PLVAP. La unién del anticuerpo biotinilado disminuye con las
cantidades crecientes de anticuerpos quimérico y murino de control.

La FIG. 37 es un grafico que representa los resultados de un ELISA de competicion de anticuerpo KFCC-GY5 en
el que se analizaron series de diluciones de anticuerpos KFCC-GY5 quimérico y murino frente a una concentracion
fija de GY5 biotinilado, por la unién a PLVAP. La unién del anticuerpo biotinilado disminuye con las cantidades
crecientes de anticuerpos quimérico y murino de control.

Las FIG. 38A-E muestran las secuencias de nucleétidos y de aminoacidos de los dominios variables de las cadenas
pesada y ligera de los anticuerpos humanizados obtenidos del anticuerpo KFCC-GY4 quimérico CSRO01. La FIG.
38A muestra las secuencias de nucledtidos y de aminoacidos de la cadena ligera kappa CSR01-VK1 (las SEQ ID
NO:59 y 60). La FIG. 38B muestra las secuencias de nucledtidos y de aminoacidos de la cadena ligera kappa
CSR01-VK2 (las SEQ ID NO:61 y 62). La FIG. 38C muestra las secuencias de nucledtidos y de aminoacidos de la
cadena ligera kappa CSR01-VK3 (las SEQ ID NO:63 y 64). La FIG. 38D muestra las secuencias de nucledtidos y
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de aminoécidos de la cadena pesada CSR01-VH4 (las SEQ ID NO:65 y 66). La FIG. 38E muestra las secuencias
de nucledtidos y de aminoacidos de la cadena pesada CSR01-VH5 (las SEQ ID NO:67 y 68). Las secuencias de
aminoacidos de las CDR estan subrayadas. Los aminoacidos que estan modificados para reducir la posible
antigenicidad se muestran en un recuadro.

Las FIG. 39A-D muestran las secuencias de nucleétidos y de aminoacidos de los dominios variables de las cadenas
pesada y ligera de los anticuerpos humanizados obtenidos del anticuerpo KFCC-GY5 quimérico CSR02. La FIG.
39A muestra las secuencias de nucleétidos y de aminoacidos de la cadena ligera kappa CSR02-VK2 (las SEQ ID
NO:69 y 70). La FIG. 39B muestra las secuencias de nucleotidos y aminoacidos de la cadena ligera kappa CSR02-
VK3 (las SEQ ID NO:71 y 72). La FIG. 39C muestra las secuencias de nucleétidos y de aminoacidos de la cadena
pesada CSR02-VH4 (las SEQ ID NO:73 y 74). La FIG. 39E muestra las secuencias de nucleétidos y de
aminoacidos de la cadena pesada CSR02-VH5 (las SEQ ID NO:75 y 76). Las secuencias de aminoacidos de las
CDR estan subrayadas. Los aminoacidos que estan modificados para reducir la posible antigenicidad se muestran
en un recuadro.

La FIG. 40 es un diagrama de flujo que representa la obtencion de los anticuerpos monoclonales (Acm) anti PLVAP
humana combinados completamente humanizados procedentes de los Acm KFCC-GY4 y KFCC-GY5 murinos.
La FIG. 41A representa las secuencias de nucleotidos y de aminoacidos deducida del VH de la cadena pesada
variable de KFCC-GY5 variante 1 (las SEQ ID NO:77 y 78). Las secuencias de nucleétidos y proteica de la CDR
estan ligeramente sombreadas. Los aminoacidos variantes cambiados de la secuencia de hibridoma original estan
subrayados.

La FIG. 41B representa las secuencias de nucleotidos y de aminoacidos deducida del VH de la cadena pesada
variable de KFCC-GY5 variante 2 (las SEQ ID NO:79 y 80). Las secuencias de nucleoétidos y proteica de la CDR
estan ligeramente sombreadas. Los aminoacidos variantes cambiados de la secuencia del hibridoma original estan
subrayados.

La FIG. 41C representa las secuencias de nucleétidos y de aminoacidos deducida del VH de la cadena pesada
variable de KFCC-GY5 variante 3 (las SEQ ID NO:81 y 82). Las secuencias de nucleétidos y proteica de las CDR
estan ligeramente sombreadas. Los aminoacidos variantes cambiados de la secuencia del hibridoma original estan
subrayados.

La FIG. 41D representa las secuencias de nucleétidos y de aminoacidos deducida del VH de la cadena pesada
variable de KFCC-GY5 variante 4 (las SEQ ID NO:83 y 84). Las secuencias de nucleoétidos y proteica de la CDR
estan ligeramente sombreadas. Los aminoacidos variantes cambiados de la secuencia del hibridoma original estan
subrayados.

La FIG. 41E representa las secuencias de nucleotidos y de aminoacidos deducida del VH de la cadena pesada
variable de KFCC-GY5 variante 5 (las SEQ ID NO:85 y 86). Las secuencias de nucleotidos y proteica de la CDR
estan ligeramente sombreadas. Los aminoacidos variantes cambiados de la secuencia del hibridoma original estan
subrayados.

La FIG. 42A representa las secuencias de nucleétidos y de aminoacidos deducida del VK de la cadena ligera
variable de KFCC-GY5 variante 1 (SEQ ID NO:87 y 88). Las secuencias de nucleétidos y proteica de las CDR
estan ligeramente sombreadas. Los aminoacidos variantes cambiados de la secuencia del hibridoma original estan
subrayados.

La FIG. 42B representa las secuencias de nucleétidos y de aminoacidos deducida del VK de la cadena ligera
variable de KFCC-GY5 variante 2 (las SEQ ID NO:89 y 90). Las secuencias de nucleoétidos y proteica de la CDR
estan ligeramente sombreadas. Los aminoacidos variantes cambiados de la secuencia del hibridoma original estan
subrayados.

La FIG. 42C representa las secuencias de nucledtidos y de aminoacidos deducida del VK de la cadena ligera
variable de KFCC-GY5 variante 3 (las SEQ ID NO:91 y 92). Las secuencias de nucleoétidos y proteica de la CDR
estan ligeramente sombreadas. Los aminoacidos variantes cambiados de la secuencia del hibridoma original estan
subrayados.

La FIG. 43A representa las secuencias de nucleétidos y de aminoacidos deducida del VH de la cadena pesada
variable de KFCC-GY4 variante 1 (las SEQ ID NO:93 y 94). Las secuencias de nucleoétidos y proteica de la CDR
estan ligeramente sombreadas. Los aminoacidos variantes cambiados de la secuencia del hibridoma original estan
subrayados.

La FIG. 43B representa las secuencias de nucleotidos y de aminoacidos deducida del VH de la cadena pesada
variable de KFCC-GY4 variante 2 (las SEQ ID NO:95 y 96). Las secuencias de nucleoétidos y proteica de la CDR
estan ligeramente sombreadas. Los aminoacidos variantes cambiados de la secuencia del hibridoma original estan
subrayados.

La FIG. 43C representa las secuencias de nucleétidos y de aminoacidos deducida del VH de la cadena pesada
variable de KFCC-GY4 variante 3 (las SEQ ID NO:97 y 98). Las secuencias de nucleétidos y proteica de las CDR
estan ligeramente sombreadas. Los aminoacidos variantes cambiados de la secuencia del hibridoma original estan
subrayados.

La FIG. 43D representa las secuencias de nucleétidos y de aminoacidos deducida del VH de la cadena pesada
variable de KFCC-GY4 variante 4 (las SEQ ID NO:99 y 100). Las secuencias de nucleétidos y proteica de la CDR
estan ligeramente sombreadas. Los aminoacidos variantes cambiados de la secuencia del hibridoma original estan
subrayados.

La FIG. 43E representa las secuencias de nucleotidos y de aminoacidos deducida del VH de la cadena pesada
variable de KFCC-GY4 variante 4 (las SEQ ID NO:101 y 102). Las secuencias de nucleétidos y proteica de la CDR
estan ligeramente sombreadas. Los aminoacidos variantes cambiados de la secuencia del hibridoma original estan
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subrayados.

La FIG. 44A representa las secuencias de nucleétidos y de aminoacidos deducida del VK de la cadena ligera
variable de KFCC-GY4 variante 1 (SEQ ID NO:103 y 104). Las secuencias de nucledtidos y proteica de la CDR
estan ligeramente sombreadas. Los aminoacidos variantes cambiados de la secuencia del hibridoma original estan
subrayados.

La FIG. 44B representa las secuencias de nucleétidos y de aminoacidos deducida del VK de la cadena ligera
variable de KFCC-GY4 variante 2 (las SEQ ID NO:105 y 106). Las secuencias de nucleétidos y proteica de la CDR
estan ligeramente sombreadas. Los aminoacidos variantes cambiados de la secuencia del hibridoma original estan
subrayados.

La FIG. 44C representa las secuencias de nucledtidos y de aminoacidos deducida del VK de la cadena ligera
variable de KFCC-GY4 variante 3 (las SEQ ID NO:107 y 108). Las secuencias de nucleétidos y proteica de la CDR
estan ligeramente sombreadas. Los aminoacidos variantes cambiados de la secuencia del hibridoma original estan
subrayados.

Las FIG. 45A-B muestran un alineamiento de las secuencias del dominio variable de las cadenas pesadas y las
cadenas ligeras Kappa variantes del anticuerpo KFCC-GY4 humanizado.

Las FIG. 46A-B muestran un alineamiento de las secuencias del dominio variable de las cadenas pesadas y
cadenas ligeras Kappa variantes del anticuerpo KFCC-GY5 humanizado.

La FIG. 47A muestra un gel SDS-PAGE tefido con Azul de Coomassie de los anticuerpos KFCC-GY4 humanizados
purificados después de la reduccién de los enlaces disulfuro. Carril 1, marcador Precision Plus (Biorad); Carril 2,
IgG4 VH4/VK2 1,0 ug; Carril 3, 1IgG4 VH4/VK3 1,0 ug; Carril 4, IgG4 VH5/VK1 1,0 ug; Carril 5, IgG4 VH5/VK2
1,0 pg; Carril 6, IgG4 VH5/VK3 1,0 ug; Carril 7, marcador Precision Plus.

La FIG. 47B muestra un gel de SDS-PAGE tefiido con Azul de Coomassie de anticuerpos KFCC-GY5 humanizados
purificados después de la reduccion de los enlaces disulfuro. Carril 1, marcador Precision Plus; Carril 2, IgG4
VH4/VK2 1,0 ug; Carril 3, 1IgG4 VH4/VK3 1,0 ug; Carril 4, IgG4 VH5/VK2 1,0 ug; Carril 5, IgG4 VH5/VK3 1,0 ug;
Carril 6, marcador Precision Plus.

La FIG. 48 es un grafico que representa los resultados de un ELISA de competicion de PLVAP que ilustra la union
de los anticuerpos humanizados KFCC-GY4 variantes purificados, que se mezclaron con una concentracion fija de
anticuerpo KFCC-GY4 murino biotinilado competidor, a la proteina PLVAP a concentraciones variables.

La FIG. 49 es un grafico que representa los resultados de un ELISA de competicion de PLVAP que ilustra la union
de anticuerpos humanizados KFCC-GY5 variantes purificados, que se mezclaron con una concentracion fija de
anticuerpo KFCC-GY5 competidor, a la proteina PLVAP a concentraciones variables.

La FIG. 50 representa una curva de titulacion que ilustra la unién tanto del anticuerpo monoclonal anti PLVAP
quimérico como del completamente humanizado a PLVAP, como se determiné mediante ELISA.

Las FIG. 51A-C son imagenes de células endoteliales vasculares del cordén umbilical humano que se han tefido
con los anticuerpos monoclonales KFCC-GY4 y KFCC-GY5 murinos en estudios de inmunofluorescencia. La FIG.
51A muestra la tincién por inmunofluorescencia de células endoteliales vasculares de cordén umbilical humanas
con los Acm KFCC-GY4 murinos. La FIG. 51B muestra la tincién por inmunofluorescencia de células endoteliales
vasculares de cordén umbilical humanas con los Acm KFCC-GY5 murinos. La FIG. 51C muestra la tincion por
inmunofluorescencia de células endoteliales vasculares de cordon umbilical humanas con IgG de ratén como un
control negativo.

Las FIG. 52A-G son imagenes de células endoteliales vasculares de cordén umbilical humanas que se han tefido
con anticuerpos KFCC-GY4 (CSR01) quiméricos o humanizados en estudios de inmunofluorescencia. FIG. 52A:
Acm KFCC-GY4 quimérico; FIG. 52B: CSR01-VH4/VK2; FIG. 52C: CSR01-VH4/VKS; FIG. 52D: CSR01-VH5/VK1;
FIG. 52E: CSR01-VH5/VK2; FIG. 52F: CSR01-VH5/VK3; FIG. 52G: IgG humana.

Las FIG. 53A-F son imagenes de células endoteliales vasculares de cordén umbilical humanas que se han tefiido
con anticuerpos KFCC-GY5 quiméricos o humanizados en estudios de inmunofluorescencia. FIG. 53A: Acm KFCC-
GY5 (CSR02) quimérico; FIG. 53B: CSR02-VH4/VK2; FIG. 53C: CSR02-VH4/VKS3; FIG. 53D: CSR02-VH5/VK2;
FIG. 53E: CSR02-VH5/VK3; FIG. 53F: IgG humana.

La FIG. 54 es un grafico que representa la deteccion de la proteina PLVAP en dos muestras de suero de pacientes
de CHC y en patrones de PLVAP diluidos en serie (1000 ng/ml a 10 ng/ml). No se detectd PLVAP en dos muestras
de suero normales. Las muestras de suero se obtuvieron de dos pacientes con carcinoma hepatocelular (CHC-63
y CHC-82) y dos adultos normales (Normal-13 y Normal-14). Las muestras de suero se ensayaron en diluciones
de 2 veces y 4 veces.

Descripcion detallada de la invencién

Sigue una descripcion de las realizaciones ejemplares de la invencion.
Definiciones

Como se utiliza en el presente documento, las expresiones “Proteina Asociada a Vesiculas de Membrana Plasmatica”,
“PLVAP”y “PV-1" se refieren a una proteina PLVAP (por ejemplo, de mamifero, humana) de origen natural o enddgena,
y las proteinas que tienen una secuencia de aminoacidos que es la misma o sustancialmente la misma que la de la
proteina PLVAP de origen natural o enddgena (por ejemplo, proteinas recombinantes, proteinas sintéticas). Por
consiguiente, las expresiones “Proteina Asociada a Vesiculas de Membrana Plasmatica”, “PLVAP” y “PV-1”, que se
utilizan indistintamente en el presente documento, incluyen variantes polimérficas o alélicas y otras isoformas de una
proteina PLVAP producida mediante, por ejemplo, corte y empalme alternativo u otros procesos celulares, que se
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producen de forma natural en mamiferos (por ejemplo, seres humanos). Preferentemente, la proteina PLVAP es una
proteina humana que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:23 (véase, n.° de Referencia de Genbank
NP_112600y la FIG. 24).

Como se define en el presente documento, un “antagonista de PLVAP” es un anticuerpo que, en una realizacion,
inhibe (por ejemplo, reduce, previene) una actividad de una proteina PLVAP o, en otra realizacion, inhibe (por ejemplo,
reduce, previene) la expresion de un gen y/o producto génico de PLVAP. Las actividades de una proteina de PLVAP
que pueden inhibirse mediante un antagonista de la invencion incluyen, pero sin limitacién, la formacion, el crecimiento,
la vascularizacion y/o la evolucion de un tumor de carcinoma hepatocelular. En una realizacion particular el antagonista
de PLVAP se une de forma especifica a la proteina PLVAP de mamifero (por ejemplo, ser humano) e inhibe una
actividad de la proteina PLVAP.

Como se utiliza en el presente documento “se une de forma especifica” se refiere a la uniéon de un anticuerpo a un
producto del gen de PLVAP (por ejemplo, ARN, proteina) con una afinidad (por ejemplo, una afinidad de unién) que
es al menos de aproximadamente 5 veces, preferentemente al menos de aproximadamente 10 veces, mayor que la
afinidad con la que el antagonista de PLVAP se une a una proteina que no es PLVAP.

Como se utiliza en el presente documento, el término “polipéptido” se refiere a un polimero de aminoacidos y no a una
longitud especifica. Por lo tanto, “polipéptido” abarca proteinas, péptidos y oligopéptidos.

Como se utiliza en el presente documento, el término “anticuerpo” se refiere a un polipéptido que tiene afinidad por
una diana, antigeno o epitopo, e incluye anticuerpos tanto de origen natural como modificados por ingenieria genética.
El término “anticuerpo” abarca anticuerpos humanizados asi como fragmentos de anticuerpos (por ejemplo, Fv, Fc,
Fd, Fab, Fab’, F(ab’), scFv, scFab, dAb). (Véase, por ejemplo, Harlow y col., Antibodies A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory, 1988).

La expresion “region variable de anticuerpo” se refiere a la region de un anticuerpo que se une de forma especifica a
un epitopo (por ejemplo, Vy, Vun, VL), ya sea de forma independiente o cuando se combina con otras regiones variables
de anticuerpo (por ejemplo, una pareja Vu/Vy).

El término “epitopo” se refiere a una unidad de estructura a la que una pareja Vu/V. de anticuerpo se une de forma
convencional. Un epitopo define el sitio de unién minimo para un anticuerpo y, por lo tanto, representa la diana de
especificidad de un anticuerpo.

La expresion “region determinante de complementariedad” o “CDR” se refiere a una region hipervariable de una region
variable de anticuerpo de una cadena pesada o cadena ligera, que contiene secuencias de aminoacidos que tienen la
capacidad de unirse de forma especifica a una diana antigénica (por ejemplo, epitopo). Una cadena pesada o ligera
tipica tendra las tres CDR (CDR1, CDR2, CDR3), que explica la especificidad de anticuerpo por un epitopo particular.

Como se define en el presente documento, la expresion “fragmento de unién a antigeno” se refiere a una parte de un
anticuerpo que contiene una o mas de las CDR y tiene afinidad por un determinante antigénico por si misma. Los
ejemplos no limitativos incluyen fragmentos Fab, fragmentos F(ab)’z, dimeros de cadena pesada-ligera y estructuras
monocatenarias, tales como una cadena ligera completa o una cadena pesada completa.

Como se utiliza en el presente documento, el término “especificidad” se refiere a la capacidad de un anticuerpo de
unirse de forma preferencial a un epitopo y no implica necesariamente una alta afinidad.

El término “afinidad” se refiere a una medida de la fuerza de unién entre un anticuerpo y un determinante antigénico.
La afinidad depende de varios factores, incluyendo la estrechez del ajuste estereoquimico entre el anticuerpo y el
determinante antigénico, el tamafio del area de contacto entre ellos y la distribucion de los grupos cargados e
hidréfobos.

Como se utiliza en el presente documento, la expresion “constante de afinidad” o “Ky” se refiere a una constante de
disociacion utilizada para medir la afinidad de un anticuerpo por un antigeno. Cuanto menor es la constante de afinidad,
mayor es la afinidad de la inmunoglobulina por el antigeno o el determinante antigénico, y viceversa. Tal constante se
calcula facilmente a partir de las constantes de velocidad para las reacciones de asociacion-disociacion segun se mide
mediante la metodologia de cinética convencional para reacciones de anticuerpos.

Como se denomina en el presente documento, el término “compite” significa que la unién de un primer polipéptido (por
ejemplo, anticuerpo) a un antigeno diana se inhibe por la uniéon de un segundo polipéptido (por ejemplo, anticuerpo).
Por ejemplo, la union puede inhibirse de forma estérica, por ejemplo mediante el bloqueo fisico de un dominio de
unién, o mediante la alteracion de la estructura o del entorno de un dominio de unién, de forma que su afinidad o
avidez por una diana se reduce.

Como se utiliza en el presente documento, el término “péptido” se refiere a un compuesto que consiste en de
aproximadamente 2 a aproximadamente 100 restos de aminoacido, en el que el grupo amino de un aminoacido esta
ligado al grupo carboxilo de otro aminoacido mediante un enlace peptidico. Tales péptidos habitualmente son de
menos de aproximadamente 100 restos de aminoacidos de longitud y preferentemente son de aproximadamente 10,
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aproximadamente 20, aproximadamente 30, aproximadamente 40 o aproximadamente 50 restos.

Las expresiones “carcinoma hepatocelular’, “CHC” y “hepatoma” se utilizan indistintamente en el presente documento
para referirse al cancer que surge en los hepatocitos, el tipo celular principal del higado.

Como se define en el presente documento, “terapia” es la administracion de un agente terapéutico o profilactico
particular a un sujeto (por ejemplo, un mamifero, un ser humano), que como resultado da un beneficio terapéutico o
profilactico deseado en el sujeto.

Como se define en el presente documento, una “cantidad terapéuticamente eficaz” es una cantidad suficiente para
lograr el efecto terapéutico o profilactico deseado en las condiciones de administracion, tal como una cantidad
suficiente para inhibir (por ejemplo, reducir, prevenir) la formaciéon tumoral, el crecimiento tumoral (proliferacion,
tamafio), la vascularizacién tumoral y/o la evoluciéon tumoral (invasion, metastasis) en el higado de un paciente con
CHC. La eficacia de una terapia (por ejemplo, la reduccién/eliminacion de un tumor y/o la prevencion del crecimiento
tumoral) puede determinarse mediante cualquier procedimiento adecuado (por ejemplo, inmunohistoquimica in situ,
formacion de imagenes (ultrasonido, tomografia computarizada, MRI, NMR), incorporacion de 3H-timidina).

Como se define en el presente documento, un “régimen de tratamiento” es un régimen en el que se administran uno
0 mas agentes terapéuticos o profilacticos a un sujeto mamifero a una dosis particular (por ejemplo, concentracion,
cantidad) y en un programa particular o a intervalos particulares (por ejemplo, minutos, dias, semanas, meses).

Como se utiliza en el presente documento, un “sujeto” se refiere a un sujeto mamifero. La expresion “sujeto mamifero”
se define en el presente documento para incluir mamiferos tales como primates (por ejemplo, seres humanos), vacas,
ovejas, cabras, caballos, perros, gatos, conejos, cobayas, ratas, ratones u otras especies bovinas, ovinas, equinas,
caninas, felinas, de roedor o murinas. Los ejemplos de sujetos adecuados incluyen, pero sin limitacion, pacientes
humanos que tienen, o estan en riesgo de desarrollar, CHC. Los ejemplos de grupos de alto riesgo para el desarrollo
de CHC incluyen individuos con infeccion por hepatitis cronica (hepatitis B, hepatitis C) e individuos que tienen cirrosis
del higado o afecciones hepaticas relacionadas.

» o«

Los términos “prevenir”, “que previene” o “prevencion”, como se utilizan en el presente documento, significan reducir
la probabilidad/verosimilitud o el riesgo de formacién o evolucion de un tumor de CHC en un sujeto, el retraso del inicio
de una afeccion relacionada con el CHC en un sujeto, la reduccién de la gravedad de uno o mas sintomas de una
afeccion relacionada con CHC en el sujeto o cualquier combinacién de los mismos. En general, el sujeto de un régimen
preventivo muy probablemente sera categorizado como que esta “en riesgo”, por ejemplo, el riesgo del sujeto de
desarrollar CHC es mayor que el riesgo de un sujeto representado por la poblacion de referencia relevante.

Como se utiliza en el presente documento, los términos “trata”, “que trata” o “tratamiento” significan contrarrestar una
afeccion médica (por ejemplo, una afeccion relacionada con el CHC) hasta el punto en que se mejora la afeccion
médica de acuerdo con un pauta clinicamente aceptable (por ejemplo, nimero y/o tamafio reducido de tumores de
CHC en el higado de un sujeto.

” o« » o«

Como se utiliza en el presente documento, las expresiones “rigurosidad baja”, “rigurosidad media”, “rigurosidad alta”
o “condiciones de rigurosidad muy alta” describen condiciones para la hibridacién y el lavado de acidos nucleicos. La
directriz para realizar reacciones de hibridacion puede encontrarse en Current Protocols in Molecular Biology, John
Wiley y Sons, N. Y. (1989), 6.3.1-6.3.6.

En esa referencia se describen procedimientos acuosos y no acuosos, y puede utilizarse cualquiera. Las condiciones
de hibridacién especificas a las que se hace referencia en el presente documento son como sigue: (1) condiciones de
hibridacion de rigurosidad baja en cloruro de sodio/citrato de sodio (SSC) 6X a aproximadamente 45 °C, seguido de
dos lavados en SSC 0,2X, SDS al 0,1 % al menos a 50 °C (la temperatura de los lavados puede aumentarse hasta
55 °C para las condiciones de rigurosidad baja); (2) condiciones de hibridacion de rigurosidad media en SSC 6X a
aproximadamente 45 °C, seguido de uno o mas lavados en SSC 0,2X, SDS al 0,1 % a 60 °C; (3) condiciones de
hibridacién de rigurosidad alta en SSC 6X a aproximadamente 45 °C, seguido de uno o mas lavados en SSC 0,2X,
SDS al 0,1 % a 65 °C y, preferentemente, (4) las condiciones de hibridacion de rigurosidad muy alta son fosfato de
sodio 0,5 M, SDS al 7 % a 65 °C, seguido de uno o mas lavados con SSC 0,2X, SDS al 1 % a 65 °C. Las condiciones
de rigurosidad muy alta (4) son las condiciones preferentes y las que deberian utilizarse a menos que se especifique
otra cosa.

A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento tienen
el mismo significado, como entiende habitualmente un experto en la materia (por ejemplo, en cultivo celular, genética
molecular, quimica de acidos nucleicos, técnicas de hibridacién y bioquimica). Para los procedimientos moleculares,
genéticos y bioquimicos (véase, en general, Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 edicion
(1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY y Ausubel y col. Short Protocols in Molecular
Biology (1999) 42 Ed, John Wiley y Sons, Inc.), y para los procedimientos quimicos, se utilizan las técnicas
convencionales.

PLVAP

La proteina asociada a vesiculas de membrana plasmatica (PLVAP), también conocida como PV1, es un tipo de
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glicoproteina integral de membrana de tipo Il cuya expresion se restringe a determinadas células endoteliales
vasculares (Mol Biol Cell 15: 3615-3630 (2004)). La PLVAP ha mostrado ser un componente estructural clave de los
diafragmas fenestrados y estomaticos del endotelio fenestrado, en la referencia anterior. Ademas, la expresion de
PLVAP es necesaria para la formacion de los diafragmas fenestrados endoteliales y puede estar implicada en la
modulacion de la permeabilidad y el transporte endoteliales (Am J Physiol Heart Circ Physiol 286: H1347-1353, 2004).
Se ha descrito la organizacion genémica del gen de PLVAP humano (Stan RV, Arden KC, Palade GE. cDNA and
protein sequence, genomic organization, and analysis of cis regulatory elements of mouse and human PLVAP genes.
Genomics 72; 304-313, 2001).

Como se describe en el presente documento, los inventores han demostrado que la expresion génica de PLVAP es
significativamente elevada en tejidos de carcinoma hepatocelular, con respecto a los tejidos no tumorales adyacentes
en el higado de pacientes humanos con CHC. Ademas, los presentes inventores han determinado que la proteina
PLVAP se expresa principalmente en, y se emplaza en, células endoteliales vasculares que rodean a o dentro de los
tumores de CHC, pero que no se expresan en, o se emplazan en, células asociadas con otras patologias del higado.
Por consiguiente, PLVAP representa una nueva diana para el diagndstico y el tratamiento del CHC

Terapia

En un aspecto, la invencion se refiere a un anticuerpo de acuerdo con la invenciéon para su uso en el tratamiento del
carcinoma hepatocelular (CHC) en un sujeto que lo necesite, que comprende administrar al sujeto una cantidad
terapéuticamente eficaz del anticuerpo, en el que el anticuerpo inhibe la formacion, el crecimiento, la vascularizacion
y/o la evoluciéon de uno o mas tumores de CHC en el higado del sujeto.

Puede administrarse a un sujeto que lo necesite una cantidad terapéuticamente eficaz de un antagonista de PLVAP,
para inhibir el crecimiento tumoral y destruir células tumorales. Por ejemplo, los agentes que inhiben de forma directa
el crecimiento tumoral (por ejemplo, agentes quimioterapéuticos) se administran de forma convencional en un
programa de dosificacion y una concentracion particulares para lograr la terapia mas eficaz (por ejemplo, para destruir
mejor a las células tumorales). En general, se administra aproximadamente la dosis maxima tolerada durante un
periodo de tratamiento relativamente corto (por ejemplo, uno a varios dias), lo que esta seguido de un periodo sin
terapia. En un ejemplo particular se administran tres dosis de ciclofosfamida quimioterapéutica a una dosis maxima
tolerada de 150 mg/kg en dias alternos, con un segundo ciclo proporcionado 21 dias después del primer ciclo.
(Browder y col., Can Res 60: 1878-1888, 2000).

Puede administrarse una cantidad terapéuticamente eficaz del antagonista de PLVAP (por ejemplo, anticuerpos
neutralizantes), por ejemplo en un primer ciclo en el que aproximadamente la dosis maxima tolerada del antagonista
se administra en un intervalo/dosis, o en varios intervalos espaciados de forma estrecha (minutos, horas, dias), con
otro/un segundo ciclo administrado después de un periodo sin terapia adecuado (por ejemplo, una o mas semanas).
Un médico clinico con la experiencia habitual puede determinar facilmente los programas de dosificacion y cantidades
adecuados para un antagonista de PLVAP. La toxicidad disminuida de un antagonista de PLVAP particular, en
comparacion con los agentes quimioterapéuticos, puede permitir que el tiempo entre los ciclos de administracion sea
mas corto. Cuando se utiliza como una terapia adyuvante (con, por ejemplo, cirugia, radioterapia, otras terapias
primarias), se administra una cantidad terapéuticamente eficaz de un antagonista de PLVAP preferentemente en un
programa de dosificacion que es similar al de otra terapia para el cancer (por ejemplo, quimioterapéuticos), o en un
programa de dosificacion que determina el médico clinico experto como mas/el mas eficaz en la inhibicion (reduccién,
prevencion) del crecimiento tumoral. Un régimen de tratamiento para una cantidad terapéuticamente eficaz de un
anticuerpo antagonista de PLVAP puede ser, por ejemplo, de aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente
300 mg/kg de peso corporal por tratamiento, y preferentemente de aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente
100 mg/kg, de aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg, de aproximadamente 1mg/kg a
aproximadamente 10 mg/kg cada 1 a 7 dias, durante de un periodo de aproximadamente 4 a aproximadamente 6
meses.

Un antagonista de PLVAP puede administrarse en un régimen de dosificacion metronémico, mediante el cual se
administra una dosis mas baja de forma mas frecuente con respecto a la dosificacion maxima tolerada. Varios estudios
preclinicos han demostrado la eficacia antitumoral superior, efectos antiangiogénicos potentes, y toxicidad y efectos
secundarios reducidos (por ejemplo, mielosupresion) de los regimenes metronédmicos en comparacion con las
contrapartes de dosis maxima tolerada (DMT) (Bocci, y col., Cancer Res, 62: 6938-6943, (2002); Bocci, y col., Proc.
Natl Acad. Sci, 100(22): 12917-12922, (2003) y Bertolini, y col., Cancer Res, 63(15): 4342-4346, (2003)). La
quimioterapia metrondmica parece ser eficaz en la superacion de algunas de las limitaciones asociadas a la
quimioterapia.

Un antagonista de PLVAP puede administrarse en un régimen de dosificacion metronémico para inhibir (reducir,
prevenir) la angiogénesis en un paciente que lo necesite, como parte de una terapia antiangiogénica. Tal terapia
antiangiogénica puede afectar de forma indirecta (inhibir, reducir) el crecimiento tumoral, bloqueando la formacién de
nuevos vasos sanguineos que suministran a los tumores los nutrientes necesarios para sustentar el crecimiento
tumoral y permiten que los tumores metastaticen. Restringir el suministro de nutrientes y de sangre al tumor de esta
manera puede provocar, eventualmente, que las células del tumor mueran por necrosis y/o apoptosis. Trabajos
anteriores han indicado que los resultados clinicos (la inhibicion de la angiogénesis tumoral mediada por células

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 732 504 T3

endoteliales y del crecimiento tumoral) de las terapias contra el cancer que implican el bloqueo de factores
angiogénicos (por ejemplo, VEGF, bFGF, TGF-q, IL-8, PDGF) o su sefializaciéon han sido mas eficaces cuando se
administran de forma mas frecuente niveles de dosificacion mas bajos, proporcionando una concentraciéon sanguinea
continua del agente antiangiogénico. (Véase, Browder y col., Can. Res. 60: 1878 - 1888, Folkman J., Sem. Can. Biol.,
13: 159-167, 2003). Se ha utilizado un régimen de tratamiento antiangiogénico con un inhibidor de angiogénesis
dirigido (trombospondina 1 y factor de crecimiento plaquetario 4 (TNP-470)) y el agente quimioterapéutico
ciclofosfamida. Cada 6 dias se administré TNP-470 a una dosis inferior a la dosis maxima tolerada y la ciclofosfamida
se administré a una dosis de 170 mg/kg. En la referencia anterior. Este régimen de tratamiento dio como resultado
una remision completa de los tumores. En la referencia anterior. De hecho, los tratamientos antiangiogénicos son mas
eficaces cuando se administran junto con otros agentes terapéuticos antineoplasicos, por ejemplo, los agentes que
inhiben de forma directa el crecimiento tumoral (por ejemplo, agentes quimioterapéuticos). En la referencia anterior.

Los usos terapéuticos descritos en el presente documento comprenden la administracion a un sujeto de un antagonista
de PLVAP, el cual es el anticuerpo definido. El antagonista de PLVAP puede administrarse al individuo que lo necesite
como una terapia primaria (por ejemplo, como el agente terapéutico principal en una terapia o régimen de tratamiento);
como una terapia complementaria (por ejemplo, como un agente terapéutico utilizado junto con otro agente terapéutico
en una terapia o régimen de tratamiento, en el que la combinacion de agentes terapéuticos proporciona el tratamiento
deseado; “terapia complementaria” también se denomina como “terapia auxiliar’); en combinacion con una terapia
complementaria, como una terapia adyuvante (por ejemplo, como un agente terapéutico que se proporciona al sujeto
que lo necesite después de que se haya proporcionado el agente terapéutico primario en una terapia o régimen de
tratamiento) o en combinacién con una terapia adyuvante (por ejemplo, quimioterapia (por ejemplo, tamoxifeno,
cisplatino, mitomicina, 5-fluorouracilo, doxorrubicina, sorafenib, octreotide, dacarbazina (DTIC), cis-platino, cimetidina,
ciclofosfamida), radioterapia (por ejemplo, terapia de protones), terapia hormonal (por ejemplo, terapia antiestrogénica,
terapia de privacion de andrégenos (TPA), agonistas de la hormona de liberacion de la hormona luteinizante (LH-RH),
inhibidores de la aromatasa (los IA, tal como anastrozol, exemestano, letrozol), moduladores de los receptores de
estrogenos (por ejemplo, tamoxifeno, raloxifeno, toremifeno)), o terapia biolégica). Durante el régimen de tratamiento
del cancer también pueden administrarse numerosas otras terapias para mitigar los efectos de la enfermedad y/o los
efectos secundarios del tratamiento para el cancer, que incluyen terapias para tratar el dolor (narcéticos, acupuntura),
molestias gastricas (antiacidos), mareos (medicaciones anti vértigo), nauseas, (medicamentos anti nauseas), infeccion
(por ejemplo, medicamentos para aumentar el recuento de glébulos rojos/leucocitos) y similares, todo lo cual valorara
facilmente el experto en la materia.

Por lo tanto, un antagonista de PLVAP puede administrarse como una terapia adyuvante (por ejemplo, con otra terapia
o tratamiento primario del cancer). Como terapia adyuvante, el antagonista de PLVAP puede administrarse antes,
después o de forma conjunta con una terapia primaria como radiacion y/o la extirpacion quirargica de un tumor (o
tumores). En algunas realizaciones, el procedimiento comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de
un antagonista de PLVAP y una o mas de otras terapias (por ejemplo, terapias adyuvantes, otras terapias dirigidas).
Una terapia adyuvante (por ejemplo, un agente quimioterapéutico) y/o la una o mas de otras terapias dirigidas para el
CHC, y el antagonista de PLVAP, pueden coadministrarse de forma simultanea (por ejemplo, de forma conjunta) ya
sea como formulaciones separadas o como una formulacidon conjunta. Como alternativa, las terapias pueden
administrarse de forma secuencial, como composiciones distintas, dentro de un periodo de tiempo apropiado (por
ejemplo, una sesion de tratamiento para el cancer/intervalo, tal como 1,5 a 5 horas) segun lo determinado por el
experto clinico (por ejemplo, un tiempo suficiente para permitir un solapamiento de los efectos farmacéuticos de las
terapias). La terapia adyuvante y/o una o mas de otras terapias dirigidas para el CHC y el antagonista de PLVAP
pueden administrarse en una dosis Unica o en multiples dosis en un orden y en un esquema adecuados para lograr
un efecto terapéutico deseado (por ejemplo, la inhibicién del crecimiento tumoral, la inhibicion de la angiogénesis y/o
la inhibicion de la metastasis del cancer).

Pueden administrarse uno o mas anticuerpos que son antagonistas de PLVAP en dosis Unicas o multiples. Un médico
clinico puede determinar la dosificacion y los regimenes de administracion adecuados, y dependen del agente (o
agentes) elegido, la formulacion farmacéutica y la via de administracion, de diversos factores del paciente y de otras
consideraciones. Con respecto a la administracion de un antagonista de PLVAP con una o mas de otras terapias o
tratamientos (adyuvante, dirigido, asociado al tratamiento para el cancer y similares), el antagonista de PLVAP se
administra normalmente como una dosis Unica (mediante, por ejemplo, inyeccion, infusion, via oral), seguido de dosis
repetidas a intervalos particulares (por ejemplo, una o mas horas) si se desea o indica.

La cantidad de antagonista de PLVAP a administrar (por ejemplo, una cantidad terapéuticamente eficaz) puede
determinarla un médico clinico utilizando la directriz proporcionada en el presente documento y otros procedimientos
conocidos en la técnica, y depende de varios factores que incluyen, por ejemplo, el agente particular elegido, la edad
del sujeto, la sensibilidad, la tolerancia a farmacos y el bienestar global. Las dosificaciones adecuadas de los
anticuerpos puede ser de aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente 300 mg/kg de peso corporal por
tratamiento y preferentemente de aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente 100 mg/kg, de aproximadamente
0,01 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg, de aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg de peso
corporal por tratamiento. La determinacion de la dosificacion para un agente, paciente y cancer particulares esta dentro
de las capacidades de un experto en la materia. Preferentemente, la dosificacién no provoca o produce efectos
secundarios adversos minimos (por ejemplo, respuesta inmunogénica, nauseas, mareos, desorden gastrico,
sindromes de hiperviscosidad, insuficiencia cardiaca congestiva, ictus, edema pulmonar).
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Procedimientos de administracion

Para tratar el CHC se administra a un sujeto mamifero una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo, tal
como un anticuerpo marcado con un isétopo radiactivo.

Puede utilizarse una diversidad de vias de administracion que incluyen, por ejemplo, las vias de administracion oral,
alimentaria, tdpica, transdérmica, rectal, parenteral (por ejemplo, intrarterial, intravenosa, intramuscular, inyeccion
subcutanea, inyeccion intradérmica), infusion intravenosa e inhalacion (por ejemplo, inhalacion intrabronquial,
intranasal u oral, gotas intranasales), dependiendo del agente y del cancer particular a tratar. La administracion puede
ser local o sistémica segun se indique. El modo preferente de administracién puede variar dependiendo del agente
particular elegido; sin embargo, para tratar el carcinoma hepatocelular en general es preferente la administracion
intrarterial (por ejemplo, infusion arterial hepatica, quimioembolizaciéon transarterial (QET)) para administrar
anticuerpos de acuerdo con la invencion, tales como anticuerpos de la invencién marcados con un isétopo radiactivo.

Por ejemplo, utilizando la infusiéon arterial hepatica, los anticuerpos contra PLVAP, tales como anticuerpos contra
PLVAP marcados con isétopo radiactivo

pueden administrarse de forma directa a un tumor de CHC a través de la arteria hepatica, por ejemplo, durante el
tratamiento del CHC habitual por QET (Camma, y col. Radiology 224: 47-54, 2002; Befeler, y col. Clinics in Liver
Disease 9: 287-300, 2005; Abou-Alfa JAMA 299: 1716-1718, 2008). Este procedimiento se realiza con la ayuda de la
formacion de imagenes por radioscopia (un tipo de rayos x). Brevemente, se inserta un catéter en la arteria femoral
de la ingle y se introduce en la aorta. Desde la aorta el catéter se hace avanzar en la arteria hepatica o sus ramas.
Una vez que las ramas de la arteria hepatica que alimentan al cancer de higado se identifican, se infunde la
quimioterapia. Un radidlogo intervencionista, quien habitualmente lleva a cabo este procedimiento, puede determinar
la cantidad de quimioterapia que un paciente recibe en cada sesion. Algunos pacientes pueden someterse a sesiones
repetidas a intervalos de 6 a 12 semanas. Los estudios de formacion de imagenes del higado se repiten a las seis a
12 semanas para evaluar el tamafo del tumor en respuesta al tratamiento.

Como alternativa, puede utilizarse para administrar anticuerpos a un sujeto que lo necesite la quimioembolizacion
transarterial (QET), un procedimiento que es similar a la infusion intrarterial. En la QET, la infusion intrarterial de un
agente terapéutico se combina con la etapa adicional de bloqueo (es decir, embolizacién) de los vasos sanguineos
pequefios con compuestos bloqueantes, tales como gelfoam, emulsion oleosa o incluso pequefios espirales metalicos.
Por lo tanto, la QET tiene las posibles ventajas de exponer el tumor a altas concentraciones de quimioterapia y de
confinar los agentes de forma local para prevenir o reducir que el torrente sanguineo los arrastre. Al mismo tiempo, la
QET priva al tumor del necesario suministro sanguineo, lo que puede dar como resultado el dafio o la muerte de las
células tumorales.

Para la administracion intrarterial de anticuerpos contra PLVAP, es preferente utilizar anticuerpos que tengan altas
afinidades por PLVAP (por ejemplo, una K4 menor que 107 M), de forma que los anticuerpos infundidos se concentren
en los vasos sanguineos del CHC. Se espera que los anticuerpos quiméricos y humanizados tengan semividas en la
circulaciéon de hasta cuatro y hasta 14-21 dias, respectivamente. En una realizacion particular, la alta afinidad de los
anticuerpos contra PLVAP (por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno, anticuerpos monocatenarios) con semividas
en circulacion cortas (por ejemplo, aproximadamente 1 dia a aproximadamente 5 dias, por ejemplo, aproximadamente
1, 2, 3, 4 0 5 dias) se administran a un paciente para reducir cualquier toxicidad y otros efectos secundarios adversos
que resulten de su administracion. En otra realizacién, los anticuerpos contra PLVAP de alta afinidad con semividas
en circulacion prolongadas (por ejemplo, aproximadamente 5 dias a aproximadamente 24 dias) se administran a un
paciente para tratar el CHC.

En muchos casos, sera preferente administrar una dosis de carga grande seguida de dosis de mantenimiento
periddicas (por ejemplo, de forma semanal) a lo largo del periodo de tratamiento. Los anticuerpos también pueden
entregarse mediante sistemas de entrega de liberacion retardada, bombas y otros sistemas de entrega conocidos para
la infusién continua en el CHC. Los regimenes de dosificacion pueden variarse para proporcionar las concentraciones
deseadas en la circulacién de un anticuerpo particular, a base de su farmacocinética. Por lo tanto, las dosis se
calcularan de forma que la concentracion terapéutica deseado se mantenga.

El médico determinara la dosis y el régimen de tratamiento reales, teniendo en cuenta la naturaleza del cancer
(primario o metastasico), el numero y el tamafio de los tumores, las otras terapias y las caracteristicas del paciente.
En vista de la naturaleza potencialmente mortal del carcinoma hepatocelular, pueden emplearse dosis grandes con
efectos secundarios significativos. Ademas, también puede incorporarse un acido nucleico que codifica el polipéptido
en vectores retroviricos, adenoviricos u otros vectores adecuados para el suministro (preferentemente, un vector
infeccioso deficiente en la replicacion), o puede introducirse en una célula hospedadora transfectada o transformada
capaz de expresar el polipéptido para el suministro. En la ultima realizacion, las células pueden implantarse (solas o
en un dispositivo de barrera), inyectarse o introducirse de otra manera en una cantidad eficaz para expresar el
polipéptido en una cantidad terapéuticamente eficaz.

Usos diagndsticos y prondsticos

Se describen usos diagndsticos y prondsticos que comprenden la evaluacion de la expresion de PLVAP en una
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muestra (por ejemplo, biopsia de higado, muestra de biopsia aspirativa con aguja fina) de un sujeto mamifero (por
ejemplo, un sujeto mamifero que tiene un tumor de higado). Para los usos diagndsticos de la invencion, la expresion
de PLVAP en la muestra o la expresién aumentada de PLVAP en la muestra con respecto a un control adecuado,
indica que el sujeto tiene CHC y/o que el sujeto es candidato para una terapia antineoplasica utilizando un antagonista
de PLVAP.

Para procedimientos prondsticos, la expresion de PLVAP en una muestra de un sujeto o la expresion aumentada de
PLVAP en una muestra con respecto a un control adecuado, indica un mal prondstico. El prondstico puede ser un
prondstico de supervivencia del paciente, un prondstico de riesgo de metastasis y/o un prondstico de riesgo de recaida.

Las muestras adecuadas para estos procedimientos incluyen una muestra de tejido, una muestra de fluido biolégico,
una muestra de una célula (o células) (por ejemplo una célula tumoral) y similares. Puede utilizarse para obtener una
muestra de un sujeto cualquier medio de muestreo, por ejemplo, mediante extraccion de sangre, puncion lumbar, frotis
o raspado de tejidos, o biopsia de tejidos. Por lo tanto, la muestra puede ser una pieza de biopsia (por ejemplo, tumor,
polipo, masa (solida, celular)), muestra de aspiracion, frotis o de sangre. La muestra puede ser un tejido de un higado
que tiene un tumor (por ejemplo, crecimiento canceroso) y/o células tumorales, o que se sospecha que tiene un tumor
y/o células tumorales. Por ejemplo, puede obtenerse una biopsia de tumor en una biopsia abierta, un procedimiento
en el cual se extrae una masa completa (biopsia por escisién) o parcial (biopsia por incisién) de un area diana. Como
alternativa, puede obtenerse una muestra de tumor a través de una biopsia por puncién, un procedimiento realizado
con un instrumento similar a una aguja a través de una pequeiia incisién o puncion (con o sin la ayuda de un dispositivo
de formacion de imagenes) para obtener células individuales o grupos de células (por ejemplo, aspiracion con aguja
fina (AAF)), o el cuerpo o un fragmento de tejidos (biopsia con aguja gruesa). Las muestras de biopsia pueden
examinarse de forma citologica (por ejemplo, frotis), de forma histolégica (por ejemplo, cortes congelados o de
parafina) o utilizando cualquier otro procedimiento adecuado (por ejemplo, procedimientos de diagndstico molecular).
También puede obtenerse una muestra de tumor mediante la recogida in vitro de células humanas cultivadas obtenidas
del tejido de un individuo. Las muestras de tumor pueden, si se desea, almacenarse antes del analisis mediante medios
de almacenamiento adecuados que conserven las proteinas y/o los acidos nucleicos de la muestra en un estado que
permita el analisis, tal como la congelacion rapida o un régimen de congelaciéon controlado. Si se desea, puede
realizarse la congelacion en presencia de un crioprotector, por ejemplo, dimetilsulféxido (DMSO), glicerol o
propanodiol-sacarosa. Antes o después del almacenamiento las muestras de tumor pueden agruparse, segun sea
apropiado, para fines de analisis. La muestra de tumor puede ser de un paciente que tiene un cancer de higado, por
ejemplo, carcinoma hepatocelular.

Los ensayos adecuados que pueden utilizarse para evaluar la presencia o cantidad de PLVAP en una muestra (por
ejemplo, muestra bioldgica) son conocidos por los expertos en la materia. Los procedimientos para detectar una
proteina o péptido PLVAP incluyen procedimientos inmunoldgicos e inmunoquimicos como citometria de flujo (por
ejemplo analisis por FACS), ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), incluyendo ensayos de
quimioluminiscencia, radioinmunoensayo, inmunotransferencia (por ejemplo, transferencia de Western),
inmunohistoquimica (IHQ) y otros procedimientos cuantitativos basados en anticuerpos (por ejemplo, ensayos
basados en perlas Luminex®). Otros procedimientos adecuados incluyen, por ejemplo, espectroscopia de masas. Por
ejemplo, los anticuerpos contra PLVAP pueden utilizarse para determinar la presencia y/o el nivel de expresion de
PLVAP en una muestra de forma directa o indirecta utilizando, por ejemplo, inmunohistoquimica (IHQ). Por ejemplo,
pueden tomarse cortes de parafina de una biopsia, fijarlos en un portaobjetos y combinarlos con uno o mas anticuerpos
mediante procedimientos adecuados. En una realizacién particular, la deteccién de la proteina PLVAP en células
endoteliales vasculares que rodean a hepatocitos en una muestra es indicativa de CHC.

En el Ejemplo 9 en el presente documento se describe un ensayo de ELISA ejemplar para su uso en las aplicaciones
diagndsticas y pronosticas de la invencion.

Los procedimientos para detectar la expresion génica de PLVAP incluyen la amplificacion y/o visualizacion de acidos
nucleicos de PLVAP. Para detectar la expresion génica de PLVAP, puede aislarse un acido nucleico de un individuo
mediante procedimientos adecuados que son habituales en la técnica (véase, por ejemplo, Sambrook y col., 1989).
Después puede amplificarse el acido nucleico aislado (mediante, por ejemplo, reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) (por ejemplo, PCR directa, PCR en tiempo real cuantitativa, transcripcion inversa-PCR), reaccién en cadena de
la ligasa, autorreplicacion de secuencia, sistema de amplificacion transcripcional, Replicasa Q-Beta o similar) y
visualizarse (mediante por ejemplo, marcaje del acido nucleico durante la amplificacion, exposicion a compuestos
intercalantes/colorantes, sondas). También puede detectarse el ARN de PLVAP (por ejemplo, el ARNm) o la expresion
del mismo utilizando una sonda de acido nucleico, por ejemplo una sonda de acido nucleico marcada (por ejemplo,
hibridacion in situ con fluorescencia (FISH)), de forma directa en un corte de parafina o una muestra de tejido tomada
de, por ejemplo, una biopsia de tumor, o utilizando otros procedimientos adecuados. La expresion génica de PLVAP
de la misma también puede evaluarse mediante transferencia de Southern o en solucion (por ejemplo, colorantes,
sondas). Adicionalmente, puede utilizarse para detectar la expresion y/o la expresion diferencial de un producto del
gen de PLVAP un chip génico, una micromatriz, una sonda (por ejemplo, puntos cuanticos) u otro dispositivo de este
tipo (por ejemplo, sensor, nanonsensor/detector).

Un carcinoma hepatocelular puede diagnosticarse detectando la expresion de un producto del gen de PLVAP (por
ejemplo, ARNm de PLVAP, proteina PLVAP) en una muestra de un paciente. Por lo tanto, el procedimiento no requiere
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que la expresion de PLVAP en la muestra del paciente se compare con la expresion de PLVAP en un control. La
presencia o ausencia de PLVAP puede determinarse mediante los procedimientos descritos en el presente documento
u otros ensayos adecuados. Un aumento de la expresion de PLVAP puede determinarse mediante la comparacion de
la expresion de PLVAP en la muestra con la de un control adecuado. Los controles adecuados incluyen, por ejemplo,
una muestra de tejido no neoplasico del individuo, células no cancerosas, células cancerosas no metastasicas, células
no malignas (benignas) o similar, o un patrén de referencia conocido o determinado adecuado. El patrén de referencia
puede ser un intervalo o nivel tipico, normal o normalizado de expresién de una proteina o ARN de PLVAP (por
ejemplo, un patrén de expresion). Por lo tanto, los procedimientos no requieren que la expresion del gen/proteina sea
avaluada en un control adecuado.

Un carcinoma hepatocelular puede diagnosticarse detectando el numero de copias del gen de PLVAP en una muestra
de un paciente. Por ejemplo, un nimero de copias del gen de PLVAP que es mayor que dos (por ejemplo, un nimero
de copias del gen de 3 0 4) puede ser diagnostico de CHC. Normalmente, una célula humana normal tendra un nimero
de copias del gen de PLVAP de dos. Por lo tanto, un diagnéstico a base del nimero de copias del gen de PLVAP no
requiere la deteccion del numero de copias del gen de PLVAP en una muestra de control del paciente, aunque puede
utilizarse un control. Los controles adecuados incluyen, por ejemplo, una muestra de tejido no neoplasico procedente
del individuo, células no cancerosas, células cancerosas no metastasicas, células no malignas (benignas) o similar, o
un patrén de referencia conocido o determinado adecuado (por ejemplo, un nimero de copias del gen de PLVAP de
dos). El numero de copias del gen de PLVAP en una muestra de un paciente puede determinarse mediante técnicas
adecuadas, tales como, por ejemplo, hibridacion in situ por fluorescencia (FISH).

Anticuerpos contra PLVAP

Como se describe en el presente documento, los anticuerpos que se unen a PLVAP tienen utilidad en el diagnéstico
y el tratamiento del CHC en sujetos humanos. Por ejemplo, pueden utilizarse los anticuerpos que se unen de forma
especifica a PLVAP para detectar la presencia de PLVAP en células endoteliales capilares de carcinoma hepatocelular
en muestras de ensayo de biopsias con aguja gruesa de higado o de aspirados con aguja fina mediante tincion
inmunohistoquimica (IHQ). Ademas, los anticuerpos humanizados contra PLVAP pueden marcarse con un indicador
apropiado (por ejemplo, radiois6topo) para inmunotomografia por emision de positrones (inmuno-PET) (Clin Cancer
Res 12: 1958-1960, 2006; Clin Cancer Res. 12: 2133-2140, 2006) para determinar si una lesion (o lesiones) que ocupa
espacio en el higado de un sujeto es carcinoma hepatocelular. Los anticuerpos anti PLVAP que son anticuerpos
humanizados también pueden marcarse con un agente citotoxico (radioactivo o no radioactivo) para fines terapéuticos
(Weiner LM, Adams GP, Von Mehren M. Therapeutic monoclonal antibodies: General principles. En: Cancer: Principles
& Practice of Oncology. 62 ed. DeVita VT, Hellman S, Rosenberg SA, eds. Filadelfia: Lippincott Williams y Wilkins;
2001: 495-508; Levinson W, Jawetz E. Medical Microbiology & Immunology. 42 ed. Stamford: Appleton y Lange; 1996:
307-47; Scheinberg DA, Sgouros G, Junghans RP. Antibody-based immunotherapies for cancer. En: Cancer
Chemotherapy & Biotherapy: Principles and Practice. 32 ed. Chabner BA, Longo DL, eds. Filadelfia: Lippincott Williams
y Wilkins; 2001: 850-82).

Por consiguiente, se proporciona un anticuerpo que se une de forma especifica a una proteina PLVAP que es una
proteina PLVAP humana (SEQ ID NO:23). Los anticuerpos que se unen de forma especifica a una proteina PLVAP
son humanizados, asi como los fragmentos de tales anticuerpos (por ejemplo, Fv, Fc, Fd, Fab, Fab’, F(ab’), scFv,
scFab, dAb), entre otros. (Véase, por ejemplo, Harlow y col., Antibodies A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, 1988). Los anticuerpos que se unen de forma especifica a una proteina PLVAP pueden producirse,
construirse, modificarse por ingenieria genética y/o aislarse mediante procedimientos convencionales u otras técnicas
adecuadas. Por ejemplo, los anticuerpos que son especificos para una proteina PLVAP pueden generarse frente a un
inmunogeno apropiado, tal como una proteina PLVAP de mamifero recombinante (por ejemplo, humana) (por ejemplo,
SEQ ID NO:23) o una parte de la misma (por ejemplo, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:38, SEQ ID NO:40) (incluyendo
moléculas sintéticas, por ejemplo, péptidos sintéticos). Se han descrito una diversidad de tales procedimientos de
inmunizacioén (véase, por ejemplo, Kohler y col., Nature, 256: 495-497 (1975) y Eur. J. Immunol. 6: 511-519 (1976);
Milstein y col., Nature 266: 550-552 (1977); Koprowski y col., Patente de Estados Unidos n.° 4.172.124; Harlow, E. y
D. Lane, 1988, Antibodies: A Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor Laboratory: Cold Spring Harbor, NY); Current
Protocols In Molecular Biology, Vol. 2 (Suplemento 27, Verano de 1994), Ausubel, F. M. y col., Eds., (John Wiley y
Sons: Nueva York, NY), Capitulo 11, (1991)). Los anticuerpos también pueden generarse inmunizando un hospedador
adecuado (por ejemplo, ratén) con células que expresan PLVAP (por ejemplo, células/lineas celulares cancerosas) o
células modificadas por ingenieria genética para expresar PLVAP (por ejemplo, células transfectadas). (Véase, por
ejemplo, Chuntharapai y col., J. Immunol., 152: 1783-1789 (1994), Chuntharapai y col., Patente de Estados Unidos n.°
5.440.021).

En un momento apropiado después de la inmunizacion, por ejemplo, cuando el titulo de anticuerpos es el mas alto,
pueden obtenerse del animal inmunizado células que producen anticuerpos y utilizarse para preparar anticuerpos
monoclonales mediante técnicas convencionales, tales como la técnica del hibridoma descrita originalmente por Kohler
y Milstein (Nature 256: 495-497, 1975), la técnica del hibridoma de linfocitos B humanos (Kozbor y col., Immunol.
Today 4: 72, 1983), la técnica del hibridoma de VEB (Cole y col., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R.
Liss, Inc., pag. 77-96, 1985) o las técnicas del trioma. La tecnologia de produccion de hibridomas es bien conocida
(véase en general, Current Protocols in Immunology, Coligan y col., (Eds.) John Wiley y Sons, Inc., Nueva York, NY,
1994). Brevemente, se fusiona una linea celular inmortal (normalmente un mieloma) con linfocitos (normalmente
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esplenocitos) de un mamifero inmunizado con un inmunégeno, como se describe anteriormente, y los sobrenadantes
de cultivo de las células de hibridoma resultantes se exploran para identificar un hibridoma que produce un anticuerpo
monoclonal que se une a un polipéptido descrito en el presente documento.

Pueden aplicarse para el fin de la generar un anticuerpo monoclonal contra un polipéptido de la invencién cualquiera
de los muchos protocolos bien conocidos utilizados para fusionar linfocitos y lineas celulares inmortalizadas (véase,
por ejemplo, Current Protocols in Immunology, citado anteriormente; Galfre y col., Nature, 266: 55052, 1977, RH
Kenneth, in Monoclonal Antibodies: A New Dimension In Biological Analyse, Plenum Publishing Corp., Nueva York,
Nueva York, 1980 y Lerner, Yale J. Biol. Med. 54: 387-402, 1981). Ademas, el técnico con la experiencia habitual
apreciara que existen muchas variaciones de tales procedimientos que también pueden ser Utiles.

En una alternativa para preparar hibridomas que secretan anticuerpos monoclonales, puede identificarse un anticuerpo
monoclonal contra una proteina PLVAP y aislarse mediante exploracién de una biblioteca de inmunoglobulinas
combinatoria recombinante (por ejemplo, una biblioteca de presentacion de anticuerpos en fagos) con el polipéptido
diana para, de este modo, aislar los miembros de la biblioteca de inmunoglobulinas que se unen al polipéptido. Estan
disponibles de forma comercial kits para generar y explorar bibliotecas de presentacién en fagos (por ejemplo, el
sistema Pharmacia Recombinant Phage Antibody, n.° de Catalogo 27-9400-01 y el Kit de Stratagene SurfZAP™ Phage
Display, n.° de Catalogo 240612). De forma adicional, los ejemplos de procedimientos y reactivos particularmente
susceptibles de uso en la generacion y exploracion de bibliotecas de presentacion de anticuerpos pueden encontrarse
en, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos n.° 5.223.409; la Publicacion PCT n.° WO 92/18619; la Publicacion
PCT n.° WO 91/17271; la Publicacién PCT n.° WO 92/20791; la Publicacion PCT n.° WO 92/15679; la Publicacion
PCT n.° WO 93/01288; la Publicacién PCT n.° WO 92/01047; la Publicacion PCT n.° WO 92/09690; la Publicacion
PCT n.° WO 90/02809; Fuchs y col., Bio/Technology 9: 1370-1372, 1991; Hay y col., Hum. Anticuerpos Hybridomas
3: 81-85, 1992; Huse y col., Science 246: 1275-1281, 1989 y Giriffiths y col., EMBO J. 12: 725-734, 1993.

Los fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de union a antigeno) pueden producirse por escision
enzimatica o por técnicas recombinantes. Por ejemplo, la escisiéon con papaina o pepsina puede generar fragmentos
respectivamente Fab o F(ab’),. También pueden utilizarse para generar fragmentos Fab o F(ab’), otras proteasas, con
el requisito de la especificidad de sustrato.

También pueden producirse anticuerpos en una diversidad de formas truncadas utilizando genes de anticuerpos en
los que se han introducido uno o mas codones de terminaciéon cadena arriba del sitio de terminacion natural. Por
ejemplo, puede disefiarse un gen quimérico que codifica una parte de la cadena pesada de F(ab’), para que incluya
secuencias de ADN que codifican el dominio CH1 y la region bisagra de la cadena pesada.

Los anticuerpos humanizados estan abarcados por el término “anticuerpo”. Las diversas partes de estos anticuerpos
pueden unirse de forma quimica mediante técnicas convencionales o pueden prepararse como proteinas contiguas
utilizando técnicas de ingenieria genética. Por ejemplo, pueden expresarse acidos nucleicos que codifican una cadena
humanizada para producir una proteina contigua. Véase, por ejemplo, Cabilly y col., Patente de Estados Unidos n.°
4.816.567; Cabilly y col., Patente Europea n.° 0.125.023 B1; Boss y col., Patente de Estados Unidos n.° 4.816.397;
Boss y col., Patente Europea n.° 0.120.694 B1; Neuberger, M. S. y col., documento WO 86/01533; Neuberger, M. S.
y col., Patente Europea n.° 0.194.276 B1; Winter, Patente de Estados Unidos n.° 5.225.539; Winter, Patente Europea
n.° 0.239.400 B1; Queen y col., Patente Europea n.° 0 451 216 B1 y Padlan, E. A. y col., documento EP 0 519 596 A1.
Véase también Newman, R. y col., BioTechnology, 10: 1455-1460 (1992), con respecto al anticuerpo primatizado, y
Ladnery col., Patente de Estados Unidos n.° 4.946.778 y Bird, R. E. y col., Science, 242: 423-426 (1988)), con respecto
a anticuerpos monocatenarios.

La invencidn se refiere a anticuerpos humanizados que se unen de forma especifica a PLVAP, la cual es una proteina
PLVAP humana que comprende la SEQ ID NO:23. Dichos anticuerpos humanizados comprenden al menos una
secuencia de aminoacidos de la cadena pesada seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:74, SEQ ID
NO:76, SEQ ID NO:78, SEQ ID NO:80, SEQ ID NO:82, SEQ ID NO:84 y SEQ ID NO:86, y al menos una secuencia
de aminoacidos de la cadena ligera kappa seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:70, SEQ ID NO:72,
SEQ ID NO:88, SEQ ID NO:90 y SEQ ID NO:92

Los anticuerpos humanizados pueden producirse utilizando la tecnologia de ADN sintético o recombinante utilizando
procedimientos convencionales y otras técnicas adecuadas. Las secuencias de acido nucleico (por ejemplo, ADNc)
que codifican las regiones variables humanizadas también pueden construirse utilizando procedimientos de
mutagénesis por PCR, para modificar las secuencias de ADN que codifican una cadena humana o humanizada, tal
como un molde de ADN de una regioén variable previamente humanizada (véase, por ejemplo, Kamman, M, y col.,
Nucl. Acids Res., 17: 5404 (1989)); Sato, K., y col., Cancer Research, 53: 851-856 (1993); Daugherty, B. L. y col.,
Nucleic Acids Res., 19(9): 2471-2476 (1991) y Lewis, A. P. y J. S. Crowe, Gene, 101: 297-302 (1991)). También
pueden producirse facilmente variantes utilizando estos y otros procedimientos adecuados. En una realizacion pueden
mutarse las regiones variables clonadas (por ejemplo, los dAb) y pueden seleccionarse las secuencias que codifican
variantes con la especificidad deseada (por ejemplo, a partir de una biblioteca en fagos; véase, por ejemplo, Krebber
y col., documento U.S. 5.514.548; Hoogenboom y col., documento WO 93/06213, publicado el 1 de abril de 1993).

Los anticuerpos humanizados también pueden producirse mediante, y/u obtenerse de, fuentes comerciales
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incluyendo, por ejemplo, Antitope Limited (Cambridge, RU). En el Ejemplo 8 en el presente documento se describe un
procedimiento ejemplar de produccion de anticuerpos humanizados, el cual es a base de la tecnologia Composite
Human Antibody™ de Antitope Limited.

Pueden utilizarse otros procedimientos adecuados de produccién o aislamiento de anticuerpos de la especificidad
requerida, incluyendo, por ejemplo, procedimientos que seleccionan un anticuerpo recombinante o fragmento de unién
a anticuerpo (por ejemplo, los dAb) a partir de una biblioteca (por ejemplo, una biblioteca de presentacion en fagos),
o que dependen de la inmunizacion de animales transgénicos (por ejemplo, ratones). Los animales transgénicos que
tienen la capacidad de producir un repertorio de anticuerpos humanos son bien conocidos en la técnica (por ejemplo,
Xenomouse® (Abgenix, Fremont, CA)) y pueden producirse utilizando procedimientos adecuados (véase, por ejemplo,
Jakobovits y col., Proc. Acad. Sci. USA, 90: 2551-2555 (1993), Jakobovits y col., Nature, 362: 255-258 (1993), Lonberg
y col., Patente de Estados Unidos n.° 5.545.806; Surani y col., Patente de Estados Unidos n.° 5.545.807; Lonberg y
col., documento WO 97/13852).

Una vez producido, un anticuerpo especifico para PLVAP puede identificarse facilmente utilizando procedimientos de
exploracion y aislamiento de anticuerpos especificos que son bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Paul
(ed.), Fundamental Immunology, Raven Press, 1993; Getzoff y col., Adv. en Immunol. 43: 1-98, 1988; Goding (ed.),
Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, Academic Press Ltd., 1996; Benjamin y col., Ann. Rev. Immunol. 2:
67-101, 1984. Pueden utilizarse una diversidad de ensayos para detectar anticuerpos que se unen de forma especifica
a las proteinas PLVAP. Los ensayos ejemplares se describen en detalle en Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow
and Lane (Eds.), Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1988. Los ejemplos representativos de tales ensayos incluyen:
inmunoelectroforesis simultanea, radioinmunoensayo, radioinmunoprecipitacion, ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas (ELISA), transferencia puntual o ensayos de transferencia de Western, ensayos de inhibicion o competicion
y ensayos de tipo sandwich.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos tienen una alta afinidad de unién por PLVAP. Tales anticuerpos
preferentemente tendran una afinidad (por ejemplo, afinidad de unién) por PLVAP, expresada como Ky, de al menos
aproximadamente de 107 M (por ejemplo, aproximadamente de 0,4 X 107 M, aproximadamente de 0,6x107 M,
aproximadamente de 4,06x107M, aproximadamente de 4,64x107M), o mas alta, por ejemplo, al menos
aproximadamente de 10 M (por ejemplo, aproximadamente de 5,98x10-® M), al menos aproximadamente de 10°M o
al menos aproximadamente de 10-'° M (por ejemplo, aproximadamente de 9,78x10-'° M), tal como aproximadamente
de 9,78x10'°M. Un experto en la materia puede determinar facilimente la afinidad de unién de un anticuerpo, por
ejemplo, mediante analisis de Scatchard (Scatchard, G., Ann. NY Acad. Sci. 51: 660-672, 1949). La afinidad de unién
también puede determinarse utilizando un instrumento biosensor disponible de forma comercial (BIACORE, Pharmacia
Biosensor, Piscataway, N. J.), en el que se inmoviliza proteina en la superficie de un chip receptor. Véase, Karlsson,
J. Immunol. Methods 145: 229-240, 1991 y Cunningham y Wells, J. Mol. Biol. 234: 554-563, 1993. Este sistema permite
la determinacién de las velocidades de asociacion y disociacion, a partir de las que puede calcularse la afinidad de
union, y la evaluacion de la estequiometria de la unién.

Los anticuerpos pueden incluir un marcador, tal como, por ejemplo, un marcador detectable que permita la deteccion
del anticuerpo y de las proteinas unidas por el anticuerpo (por ejemplo, PLVAP) en una muestra biolégica. Un marcador
detectable es particularmente adecuado para aplicaciones diagnosticas. Por ejemplo, un anticuerpo contra PLVAP
puede marcarse con un isétopo radiactivo (radioisétopo), que un experto en la materia puede detectar utilizando un
contador gamma, un contador de centelleo o una autorradiografia, u otros medios adecuados. Los isétopos que son
Gtiles para los fines de la presente invencion incluyen, pero sin limitacion: 3H, 129, 131, 32p, 355 14C, %1Cr, 3Cl, %7Co,
%8Co, Fe y "5Se.

Los anticuerpos también pueden marcarse con un compuesto fluorescente (por ejemplo, colorantes). Cuando el
anticuerpo marcado de forma fluorescente se expone a la luz de la longitud de onda apropiada, su presencia puede
entonces detectarse debido a la fluorescencia del compuesto. Entre los marcadores fluorescentes mas habitualmente
utilizados estan el isotiocianato de fluoresceina, la rodamina, la ficoeritrina, la ficocianina, la aloficocianina, el o-
ftaldehido y la fluorescamina. Los anticuerpos también pueden marcarse utilizando metales que emiten fluorescencia,
tales como '%2Eu, u otros de la serie de los lantanidos. Estos metales también pueden unirse a la molécula de
anticuerpo utilizando tales grupos quelantes de metales como el acido dietilentriaminopentaacético (DTPA), acido
tetraaza-ciclododecanotetraacético (DOTA) o acido etilendiaminotetraacético (EDTA).

Los anticuerpos también pueden acoplarse a un compuesto quimioluminiscente. Los ejemplos de compuestos de
marcaje quimioluminiscente Utiles son el luminol, el isoluminol, el éster de acridinio teromatico, el imidazol, las sales
de acridinio y el éster de oxalato.

Asimismo, para marcar el anticuerpo de la presente invenciéon puede utilizarse un compuesto bioluminiscente. La
bioluminiscencia es un tipo de quimioluminiscencia encontrada en sistemas bioldgicos en los que una proteina
catalitica aumenta la eficacia de la reacciéon quimioluminiscente. La presencia de una proteina bioluminiscente se
determina detectando la presencia de luminiscencia. Los compuestos bioluminiscentes utiles para el fin de marcar
anticuerpos son la luciferina, la luciferasa y aequorina.

La deteccion de los anticuerpos marcados puede llevarse a cabo mediante un contador de centelleo, por ejemplo, si
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el marcador detectable es un radioactivo emisor de rayos gamma, o mediante un fluorémetro, por ejemplo, si €l
marcador es un material fluorescente. En el caso de un marcador enzimatico, la deteccién puede llevarse a cabo
mediante procedimientos colorimétricos que emplean un sustrato para la enzima. La deteccion también puede llevarse
a cabo mediante comparacion visual del grado de la reaccién enzimatica de un sustrato con respecto a patrones
preparados de forma similar.

Por consiguiente, los anticuerpos también pueden utilizarse como una tincién para cortes de tejidos. Por ejemplo, un
anticuerpo marcado que se une a PLVAP puede ponerse en contacto con una muestra de tejido, por ejemplo, una
biopsia de tejido hepatico o un aspirado con aguja fina de un paciente. Después, este corte puede lavarse y detectarse
el marcador utilizando un medio apropiado.

Para el fin de tratar el CHC, los anticuerpos contra PLVAP incluyen un radiomarcador u otro agente terapéutico que
potencie la destruccion de las células que expresan PLVAP (por ejemplo, células endoteliales vasculares que rodean
las células de CHC). Los ejemplos de marcadores radioisotopicos adecuados para su uso en la terapia del CHC
incluyen, pero sin limitacion, 231, 131, °0Y, 67Cu, 2'7Bi, 2'"At, 2'?Pb, 4’Sc, '°°Pd, ""In y ""®Re. De forma opcional, puede
utilizarse como un marcador para los anticuerpos contra PLVAP terapéuticos un marcador que emite particulas a 'y 8
durante el bombardeo con radiacién por neutrones, tales como boro.

Los anticuerpos terapéuticos también pueden incluir un agente citotdxico que tenga la capacidad de destruir de forma
selectiva células que expresan PLVAP. Por ejemplo, pueden utilizarse toxinas bacterianas tales como la toxina diftérica
o la ricina. Los procedimientos para la produccién de anticuerpos que comprenden el fragmento A de la toxina diftérica
se ensefian en la Patente de Estados Unidos n.° 4.675.382 (1987). La toxina diftérica contiene dos cadenas
polipeptidicas. La cadena B une la toxina a un receptor sobre la superficie celular. La cadena A es la que entra
realmente en el citoplasma e inhibe la sintesis de proteinas inactivando el factor de elongacioén 2, el factor que transloca
los ribosomas a lo largo del ARNm de forma simultanea con la hidrélisis de ETP. Véase Darnell, J. y col., en Molecular
Cell Biology, Scientific American Books, Inc., pagina 662 (1986). Como alternativa, puede prepararse un anticuerpo
que comprende ricina, una lectina tdxica. Los expertos en la materia conocen otros agentes citotdxicos adecuados.

Para la deteccion in vivo, los anticuerpos contra PLVAP pueden conjugarse a radionuclidos de forma directa o
utilizando un grupo funcional intermediario. Un grupo intermediario que a menudo se utiliza para unir a anticuerpos
radiois6topos que existen como cationes metalicos es el acido dietilentriaminopentaacético (DTPA) o el acido tetraaza-
ciclododecano-tetraacético (DOTA). Los ejemplos tipicos de cationes metalicos que se unen de esta forma son *Tc
123|5 111|n, 131|5, 97RU, 67CU, 67Ga y 68Ga_

Ademas, los anticuerpos pueden etiquetarse con un agente de formacién de imagenes por NMR que incluya atomos
paramagnéticos. El uso de un agente de formacion de imagenes por NMR permite el diagndstico in vivo de la presencia
de y el grado del CHC en un paciente utilizando técnicas de NMR. Los elementos que son particularmente Utiles de
esta manera son '5’Gd, 5°Mn, 62Dy, 52Cr y *%Fe.

Identificacion de los antagonistas de PLVAP

Los agentes que tienen especificidad de union por los productos del gen de PLVAP pueden identificarse en una
exploracion, por ejemplo, una exploracion de alto rendimiento de compuestos quimicos y/o de bibliotecas (por ejemplo,
bibliotecas quimicas, peptidicas o de acidos nucleicos).

Los anticuerpos que se unen de forma especifica a PLVAP humana pueden identificarse, por ejemplo, explorando
bibliotecas de anticuerpos combinatorias disponibles de forma comercial (Dyax Corp., MorphoSys AG). Las bibliotecas
de anticuerpos combinatorias adecuadas y los procedimientos convencionales de exploracién de estas bibliotecas se
describen en Hoet y col., Nature Biotechnology 25(3): 344-348 (2005) y Rauchenberger y col., J Biol. Chem. 278(40):
38194-38205 (2003). Tales bibliotecas o colecciones de moléculas también pueden prepararse utilizando
procedimientos quimicos bien conocidos.

Como alternativa, los anticuerpos murinos que se unen de forma especifica a PLVAP humana pueden identificarse,
por ejemplo, inmunizando ratones con proteinas, fragmentos de proteina o péptidos PLVAP, junto con un adyuvante
para romper la tolerancia al antigeno. Pueden explorarse la especificidad y la actividad deseadas de estos anticuerpos
y, después, pueden humanizarse utilizando técnicas conocidas para crear agentes adecuados para el tratamiento de
una enfermedad humana.

Los agentes que se unen a PLVAP pueden evaluarse adicionalmente por la actividad antagonista de PLVAP. Por
ejemplo, una composicion que comprende una proteina PLVAP puede utilizarse en una exploracion o ensayo de union
para detectar y/o identificar agentes que se unen a y antagonizan la proteina PLVAP. Las composiciones adecuadas
para su uso incluyen, por ejemplo, células que expresan de forma natural una proteina PLVAP (por ejemplo, células
endoteliales vasculares de higado), extractos de tales células y proteina PLVAP recombinante.

Un agente que se une a una proteina PLVAP puede identificarse en un ensayo de uniéon competitiva, por ejemplo, en
el que se evalla la capacidad de un agente de prueba para inhibir la unién de PLVAP a un agente de referencia. El
agente de referencia puede ser una proteina PLVAP de longitud completa o una parte de la misma. El agente de
referencia también puede marcarse con un marcador adecuado (por ejemplo, radiois6topo, marcador epitopico,
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marcador de afinidad (por ejemplo, biotina y avidina o estreptavadina), marcador spin, enzima, grupo fluorescente,
grupo quimioluminiscente, colorante, metal (por ejemplo, oro, plata), perlas magnéticas) y puede determinarse la
cantidad de agente de referencia marcado necesaria para saturar en el ensayo la proteina PLVAP. La especificidad
de la formacion del complejo entre la proteina PLVAP y el agente de prueba puede determinarse utilizando un control
adecuado (por ejemplo, agente no marcado, marcador solo).

La capacidad de un agente de prueba para inhibir la formacién de un complejo entre el agente de referencia y una
proteina PLVAP puede determinarse como la concentracion de agente de prueba necesaria para inhibir el 50 % (valor
de Clsg) de la union especifica del agente de referencia marcado. La unién especifica se define preferentemente como
la union total (por ejemplo, marcador total formando complejo) menos la unién no especifica. La unién no especifica
preferentemente se define como la cantidad de marcador que todavia se detecta en complejos formados en presencia
de un exceso de agente de referencia no marcado. Los agentes de referencia adecuados para su uso en el
procedimiento son anticuerpos que se unes a PLVAP.

Un agente que antagoniza una proteina PLVAP puede ser identificarse explorando para encontrar agentes que tengan
capacidad de antagonizar (reducir, prevenir, inhibir) una o mas actividades de PLVAP, tales como, por ejemplo, la
vascularizacion tumoral. Un experto en la materia puede evaluar tales actividades utilizando cualquier ensayo in vitro
0 in vivo apropiado.

Composiciones farmacéuticas

Puede administrarse a un sujeto mamifero en anticuerpo humanizado como parte de una composicién farmacéutica o
fisioldgica, por ejemplo, como parte de una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Las formulaciones o composiciones que comprenden un anticuerpo que se une de
forma especifica a PLVAP o las composiciones que comprenden el anticuerpo y uno o mas de otros agentes
terapéuticos (por ejemplo, un agente quimioterapéutico, por ejemplo, doxorrubicina, 5-fluorouracilo, tamoxifeno,
octreotide) variaran de acuerdo con la via de administracion seleccionada (por ejemplo, solucién, emulsiéon o capsula).
Los vehiculos farmacéuticos adecuados pueden contener ingredientes inertes que no interactiian con el antagonista
de PLVAP. Pueden emplearse técnicas de formulacién farmacéutica convencionales, tales como las descritas en
Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easton, PA. Los vehiculos farmacéuticos
adecuados para la administracion parenteral incluyen, por ejemplo, agua estéril, solucion salina fisioldgica, solucion
salina bacterioestatica (solucion salina que contiene aproximadamente el 0,9 % mg/ml de alcohol bencilico), solucion
salina tamponada con fosfato, solucion de Hank, lactato de Ringer y similares. Las formulaciones también pueden
incluir cantidades pequefias de sustancias que potencian la eficacia del principio activo (por ejemplo, agentes
emulsionantes, de solubilizacion, tamponadores de pH, de humectacién). Los procedimientos de encapsulacion de
composiciones (tales como en un recubrimiento de gelatina dura o ciclodextrano) son conocidos en la técnica. Para la
inhalacion, el agente puede solubilizarse y cargarse en un dosificador adecuado para la administracién (por ejemplo,
un atomizador o nebulizador, o un dosificador en aerosol presurizado)

La presente invencion se ilustrara ahora mediante los siguientes Ejemplos, los que no pretenden en modo alguno ser
limitantes.

Ejemplificacion

Ejemplo 1: La expresion de PLVAP es elevada en tejidos de higado de CHC con respecto a los tejidos de
higado que no son de CHC

Materiales y procedimientos:

Muestras de tejido

Se recogieron tejidos de higado de CHC y no tumoral adyacente de muestras de ensayo recién preparadas extraidas
de forma quirdrgica de pacientes humanos para fines terapéuticos. Estas muestras de ensayo se recogieron bajo la
supervision directa del patdlogo responsable. Los tejidos recogidos se almacenaron de forma inmediata en nitrégeno
liqguido en el Banco de Tumores de la Koo Foundation Sun Yat-Sen Cancer Center (KF-SYSCC). Estuvieron
disponibles para el estudio muestras de tejido emparejadas de dieciocho pacientes con CHC. El comité Institucional
de Revisién aprobo el estudio y se obtuvo el consentimiento informado de todos los pacientes. Las caracteristicas
clinicas de los dieciocho pacientes con CHC de este estudio se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1: Datos clinicos para dieciocho pacientes con CHC de los que se obtuvieron muestras emparejadas de tejido
de higado de CHC y adyacente no tumoral

n.°de caso Sexo Edad AgsHB AbsHB IgG para Etapa AFP (ng/ml) Diferenciacion

VHC TNM
1 M 70 + - 2 2 Moderada
2 M 75 - + + 4A 5 Adecuada
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(continuacion)

n.°de caso Sexo Edad AgsHB AbsHB IgG para Etapa AFP (ng/ml) Diferenciacion

VHC TNM
3 M 59 + - 4A 1232 Moderada
4 53 + + 1 261 Moderada
5 M 45 + - 2 103 Moderada
6 M 57 + + - 2 5 Moderada
7 M 53 + + - 3A 19647 Moderada
8 M 54 - - + 3A 7 Moderada
9 M 44 + - 4A 306 Moderada
10 M 76 - - + 3A 371 Moderada
11 F 62 + - - 3A 302 Moderada
12 F 73 - - + 2 42 Moderada
13 M 46 + - 4A 563 Moderada
14 M 45 - - 3A 64435 Moderada
15 M 41 + - 2 33,9 Adecuada
16 M 44 + + - 2 350 Moderada
17 M 67 + - 3A 51073 Moderada
18 M 34 + - 4A 2331 Moderada

Caracterizacion del transcrito de ARNm

Se aisld ARN total de tejidos congelados en nitrégeno liquido utilizando reactivos de Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA).
El ARN aislado se purificd adicionalmente utilizando el kit RNAEasy Mini (Qiagen, Valencia, CA)y se evalud su calidad
utilizando el ensayo RNA 6000 Nano en un bioanalizador Agilent 2100 (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania).
Todas las muestras de ARN utilizadas para el estudio tenian un Numero de Integridad de ARN (NIA) mayor que 5,7
(8,2 £ 1,0, media £ DT). Las dianas de hibridacidon se prepararon a partir de 8 ug de ARN total de acuerdo con
protocolos de Affymetrix y se hibridaron con un Chip Génico Affymetrix U133A, que contenia 22.238 conjuntos de
sondas para aproximadamente 13.000 genes humanos. Inmediatamente después de la hibridacion, la matriz hibridada
se sometio a lavado automatizado y se tifid utilizando una estacion de fluidos Affymetrix GeneChip 400 y el protocolo
EukGE WS2v4. Después de eso, se leyeron los Chips Génico U133A en un escaner Affymetrix GeneArray 2500.

Determinacion de sefiales (calls) presentes y ausentes de los datos de micromatriz

Se utilizé el programa informatico Affymetrix Microarray Analysis Suite (MAS) 5.0 para generar las sefiales presentes
para los datos de micromatriz para las 18 parejas de tejidos de CHC y de higado no tumoral adyacente. Todos los
parametros para la determinacion de sefiales presentes fueron valores predeterminados. Cada conjunto de sondas se
determind como “presente”, “ausente” o “marginal” mediante MAS 5.0. De forma similar, los mismos datos de
micromatriz se procesaron utilizando el programa informatico dChip version-2004 para determinar el estado “presente”,

“ausente” o “marginal” para cada conjunto de sondas en las micromatrices.
Identificacion de los conjuntos de sondas con expresion diferencial extrema

Para la identificacion de genes con expresion diferencial extrema entre el tejido de CHC y el de higado no tumoral
adyacente, se utilizd el programa informatico escrito utilizando el Practical Extraction and Report Language (PERL) de
acuerdo con las siguientes reglas: “genes especificos de tumor” se definié como el conjunto de sondas que se llamé
“presente” en el CHC y “ausente” o “marginal” en el tejido de higado no tumoral adyacente, tanto por MAS 5.0 como
por dChip. Se definieron los “genes especificos de tejido de higado no tumoral” como el conjunto de sondas llamado
“ausente” o “marginal” en el CHC y “presente” en el tejido de higado no tumoral adyacente emparejado, tanto por MAS
5.0 como por dChip. En la FIG.1 se muestra un diagrama de flujo que representa el algoritmo de identificacion.

Transcriptasa inversa-reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) cuantitativa en tiempo real

Se utilizé transcriptasa inversa-PCR cuantitativa (RT-PCRq) en tiempo real TagMan™ para cuantificar el ARNm. Se
sintetiz6 ADNc a partir de 8 ug de ARN total para cada muestra utilizando 1500 ng de cebador oligo (dT) y 600
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unidades de Transcriptasa Inversa SuperScript™ Il de Invitrogen (Carlsbad, CA), en un volumen final de 60 ul de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para cada reaccion de RT-PCR se utilizaron como molde 0,5 pul de ADNc
en un volumen final de 25 pl siguiendo las instrucciones del fabricante (ABI y Roche). Las reacciones de PCR se
llevaron a cabo utilizando un sistema de PCR en tiempo real Applied Biosystems 7900HT. Las sondas y reactivos
necesarios para los experimentos se obtuvieron de Applied Biosystems (ABI) (Foster City, CA). Las secuencias de los
cebadores y las sondas utlizadas para la RT-PCR cuantitativa en tiempo real de PLVAP son
5-CCTGCAGGCATCCCTGTA-3 (cebador directo) (SEQ ID NO:25); 5-CGGGCCATCCCTTGGT-3’ (cebador inverso)
(SEQ ID NO:26) y 5-CCCCATCCAGTGGCTG-3’ (sonda) (SEQ ID NO:27). El gen constitutivo hipoxantina-guanina
fosforribosiltransferasa (HPRT) se utilizd6 como una referencia endégena para la normalizacion. Todas las muestras
se ejecutaron por duplicado en la misma placa de PCR para el mismo ARNm diana y el ARNm de HPRT de referencia
enddgena. Las cantidades relativas de los ARNm diana se calcularon mediante el procedimiento de Ct (sigla de cycle
threshold: umbral de ciclos) comparativo, de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Boletin del Usuario n.° 2,
ABI Prism 7700 Sequence Detection System). Se eligié una muestra de higado no tumoral como el patréon relativo
para el calculo.

Resultados:

Las intensidades de expresion génica de PLVAP en 18 parejas de tejidos de higado de CHC y no tumoral adyacentes
se muestran en la FIG. 2. Las intensidades de expresion génica promedio fueron 759,8 + 436,5y 170,6 + 53,4 (media
+DT) para el tejido de higado de CHC y no tumoral adyacente emparejados, respectivamente. El valor p de la prueba
t para muestras emparejadas entre los dos grupos fue 2,8 x 10°°. Estos resultados indican que PLVAP se expresa en
tejido de higado de CHC y no en no tumoral. Esta expresion elevada de PLVAP en CHC se confirmé adicionalmente
cuando 82 muestras de CHC no emparejadas mostraron una intensidad de expresion promedio de 810,4 + 482,0
(mediazDT), lo que es esencialmente la misma que la hallada en las 18 muestras de CHC emparejadas (p=0,62
mediante la prueba t) (FIG. 2).

Para confirmar que PLVAP se expresa de forma significativa en tejido de higado de CHC y no en tejido de higado no
tumoral, se realizdé RT-PCR cuantitativa en tiempo real en muestras de ARN de 18 parejas de tejido de higado de CHC
y no tumoral adyacente. Las cantidades de ARNm de PLVAP fueron significativamente mas altas en tejidos de CHC
con respecto a los de higado no tumorales (véase la FIG. 3Ay la Tabla 2). Aunque los resultados mostraron algo de
solapamiento entre los dos grupos, los transcritos de PLVAP fueron mas elevados en CHC que en el tejido de higado
no tumoral adyacente dentro del mismo individuo, para todos los individuos analizados excepto uno (FIG. 3B). Esta
excepcion probablemente estaba asociada con los grados irregulares de degradacion de ARN durante el
procedimiento de almacenamiento de los tejidos.

Tabla 2: Intensidades de expresion del gen de PLVAP para 18 parejas de tejidos de CHC y de higado no tumoral

adyacente.
Intensidad de Expresion*
Numero de Muestra
CHC Tejido de higado no tumoral adyacente
1 1757 195
2 1329 210
3 1148 168
4 1130 211
5 1096 213
6 1068 181
7 932 101
8 804 60
9 630 155
10 612 175
11 607 125
12 519 146
13 478 300
14 422 180
15 275 105
16 251 204
17 251 155
18 186 184

Ejemplo 2: Las células endoteliales vasculares de CHC expresan de forma especifica PLVAP
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Materiales y procedimientos:

Microdiseccién de captura por laser (MCL) de tejidos incluidos en parafina fijados con formalina

Se llevo a cabo MCL de tejidos fijados con formalina procedentes de bloques de parafina utilizando el sistema Arcturus
PixCellR lle, cubiertas CapSure™ HS LCM y el sistema de reactivos Paradise™ de Arcturus Bioscience, Inc. (Mountain
View, CA). Se cortaron cortes de tejido de siete micrometros de grosor, se desparafinaron, se rehidrataron, se tifieron
y se deshidrataron para la MCL, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las células diana se capturaron sobre
las cubiertas CapSure ™ HS LCM utilizando un tamafio de haz de laser de 7,5 ym con energia de 50 mW y una
duracioén de 1,3 ms. Aproximadamente, se capturaron de 5000 a 6000 células en cada cubierta. Sin embargo, debido
a la escasez de células solo se capturd sobre cada cubierta de 1000 a 2000 células endoteliales vasculares de
carcinoma hepatocelular.

Extraccion de ARN a partir de cortes de tejido por MCL para RT-PCR cuantitativa

Las células capturadas sobre las cubiertas CapSure™ HS LCM como se describe anteriormente se procesaron para
la extraccion de ARN, la sintesis de ADNCc, la transcripcion in vitro y la amplificacion de ARN antisentido, utilizando el
sistema de reactivos Paradise™ de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Después, el ARN antisentido
sintetizado se utiliz6 como un molde para la RT-PCR cuantitativa en tiempo real TagMan de dos etapas, para la
cuantificacion de ARNm de PLVAP y de beta-actina en las células capturadas mediante MCL. La primera etapa (es
decir, la transcripcion inversa) se llevé un cabo utilizando 4,5 yl de ARN antisentido y los Reactivos de Transcripcion
Inversa de TagMan (ABI) en un volumen final de 10 ul siguiendo el protocolo del fabricante. La segunda etapa (es
decir, la PCR en tiempo real) se realizé utilizando 2,4 ul de molde de ADNc, la mezcla de cebadores/sonda y la mezcla
maestra de PCR universal de TagMan de Applied Biosystems, en un volumen final de 25 ul. La PCR en tiempo real
se llevo un cabo en un Smart Cycler Il (Cephid, Inc., Sunnyvale, CA). Inicialmente las reacciones se incubaron a 50 °C
durante 2 minutos y después a 95 °C durante 10 minutos. A partir de ahi, se realizaron 45 ciclos de desnaturalizacion
a 95 °C durante 15 segundos y de apareamiento/extension a 60 °C durante 40 segundos. Las secuencias de los
cebadores y de las sondas se enumeran en la Tabla 3.

Tabla 3. Secuencias de cebadores y sondas para la RT-PCR cuantitativa en tiempo real para los niveles de PLVAP y
de beta-actina en muestras preparadas mediante microdiseccién por captura de laser.

gen de PLVAP gen de beta-Actina
5’-
cebador 5-CCTTGAGCGTGAGTGTTTCCA-3 | GTCCCCCAACTTGAGATGTATGAA
directo (SEQ ID NO:28) G-3’
(SEQ ID NO:29)
5'-
cebador 5-GGCAGGGCTGGGAGTTG-3’ GTCTCAAGTCAGTGTACAGGTAAG
inverso (SEQ ID NO:30) C-3’
(SEQ ID NO:31)
sonda 5-CTCCCAGGGAGACCAA-3' (SEQ |, ) .
Tagman ID NO:32) 5-AAGGAGTGGCTCCCCTCC-3’ (SEQ ID NO:33)

Preparacion del vector de expresion para la proteina PLVAPs51.442 de fusion recombinante

Se genero el plasmido pGEM®-T Easy -PLVAPs442 insertando un fragmento de PCR que codifica los restos de
aminoacidos 51 a 442 de PLVAP en el vector pPGEM®-T Easy (Promega, Inc., Madison, WI). El fragmento de PCR se
amplifico a partir de un clon de ADNc de PLVAP de OriGene (Rockville, MD) utilizando el conjunto de cebadores

5’{CATATGAACGTGCACGTGAGCACAGAGTCC-3’ (SEQ ID NO:34)

5’-IGGATCCTGAGCATATCCCTGCATCCTCC-3’ (SEQ ID NO:35).

Para la construccion del plasmido pET-15b-PLVAPs+.442, se escindié de pGEM®-T Easy -PLVAPs1.442 un fragmento de
ADNCc que codifica los restos de aminoacidos 51 a 442 de PLVAP con sitios de reconocimiento para Ndel y BamHI en
cada extremo respectivo y se insertd en pET-15b (Novagen, Inc., San Diego, CA). La construccién de expresion
descrita anteriormente se verific6 mediante secuenciacion de ADN.

Expresion y purificacion de la proteina PLVAPs51.442 de fusiéon recombinante

Para la produccion de la proteina PLVAPs1.442 etiquetada con His recombinante (SEQ ID NO:2) (FIG. 4) se transformo
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Escherichia coli (Rosetta-gami2(DE3)pLysS, Novagen) incubando células competentes con ADN plasmidico de PET-
15b-PLVAPs+.442 €n hielo durante 5 min, seguido de la incubacion en un bafio de agua a 42 °C durante 30 s y después
otra vez en hielo durante 2 min. Antes de la siembra en placa en medio selectivo, los transformantes se incubaron a
37 °C durante 60 min mientras se agitaba a 250 rpm con medio SOC (extracto de levadura al 0,5 %, triptona al 2 %,
NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM, MgCl> 10 mM, MgSQO4 10 mM, Glucosa 20 mM). La expresion en Escherichia coli Rosetta-
gami2(DE3)pLysS de la proteina de fusién etiquetada con His se indujo con isopropil-3-D-tiogalactopiranésido 1 mM
durante 16 horas a 30 °C. Después de la induccidn, las células bacterianas se sometieron a lisis por tratamiento con
ultrasonido en tampdn de equilibrado (fosfato de sodio 50 mM, NaCl 300 mM, pH 7) complementado con urea 8 M, y
se separd en las fracciones soluble e insoluble por centrifugacion a 5.600 x g durante 30 minutos. Para la purificacion
adicional de la proteina His-PLVAPs1.442, se cargd la fraccion soluble en una resina de afinidad de metales TALON®
(Clontech, Inc., Palo Alto, CA), se lavd con tampén de equilibrado y se eluyé con tampén de elucion (fosfato de sodio
50 mM, NaCl 300 mM, pH 7, imidazol 250 mM). Se eliminé la etiqueta de His de la proteina de fusion purificada
mediante la escision con trombina (Novagen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante (véase la FIG. 5). La
proteina PLVAPs1.442 resultante se recuperé mediante dialisis exhaustiva frente a PBS. Para verificar la identidad de
la proteina PLVAP recombinante, se adquirié una pequefia cantidad de antisuero de ratén frente a la proteina de fusién
GST-PLVAP331.430 del Biodesign Institute (Tempe, AZ). Se detectd la proteina PLVAPs1.442 recombinante sin la etiqueta
de His mediante analisis de transferencia de Western utilizando este anticuerpo, pero no reaccioné con anticuerpos
contra la etiqueta de His. Estos resultados confirman la identidad de la proteina PLVAP recombinante.

Generacioén de suero de ratén anti PLVAP humana

La proteina recombinante PLVAPs1.442 purificada en PBS se utilizd para inmunizar ratones Balb/cByj de 6 semanas.
Cada ratén se inmunizé de forma inicial con un total de 14 ug de proteina PLVAPs1.442 en adyuvante completo de
Freund (Sigma, Inc., St Louis, MO) por inyeccién subcutanea en muiltiples sitios. Después de esto, se reforzo la
inmunizacion con 7 ug de proteina recombinante PLVAPs+.442 €n adyuvante incompleto de Freund, cada dos semanas,
un total de tres veces. Una semana después de la ultima inmunizacién de refuerzo se extrajo sangre a los ratones
para la preparacién de antisuero.

Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)
Reactivos y soluciones:

1. Proteina PLVAP recombinante

2. Conjugado de IgG anti raton-fosfatasa alcalina (n.° de cat.: AP124A, CHEMICON)

3. Tampon de recubrimiento (cloruro de sodio 0,137 M, fosfato de sodio dibasico heptahidratado 0,01 M, fosfato
de potasio monobasico 2 mM, azida de sodio al 0,002 % (0,3 mM), pH 7,2-7,4)

4. Tampon de lavado (cloruro de sodio 0,137 M, fosfato de sodio dibasico heptahidrato 0,01 M, fosfato de potasio
monobasico 2 mM, Tween20 al 0,2 % (cat. P1379, SIGMA, pH 7,2-7,4)

5. Tampdn de bloqueo (cloruro de sodio 0,137 M, fosfato de sodio dibasico heptahidrato 0,01 M, fosfato de potasio
monobasico 2 mM, seroalbumina bovina al 2 % (cat. 82-045, PENTEX), Tween 20 al 0,05 % (cat. P1379, SIGMA),
pH 7,2-7,4)

6. Tampon carbonato (bicarbonato de sodio 0,016 M, carbonato de sodio 0,014 M, cloruro de magnesio 2 mM,
azida de sodio al 0,002 % (0,3 mM), pH 9,6)

7. Sustrato de Fosfatasa Alcalina: una capsula de sustrato de fosfatasa de 40 mg (Cat. P5994, SIGMA) disuelta en
40 ml de tampdn carbonato

Procedimiento:

Los titulos de anticuerpos en el suero anti PLVAP se determinaron utilizando ELISA. En primer lugar, la placa de ELISA
de 96 pocillos se recubrié con 50 pl de proteina PLVAP disuelta en solucién salina tamponada con fosfato (PBS) que
contenia azida de sodio al 0,002 % (es decir, tampén de recubrimiento) a una concentracion en el intervalo de
2,5 yg/ml durante una noche a 4 °C. Después de tres lavados con 200 pl de tampon de lavado (PBS que contiene
Tween-20 al 0,05 %) cada pocillo de la placa recubierta se bloqueé con 150 ul de tampdn de bloqueo (es decir, tampdn
de lavado que contiene seroalbumina bovina al 2 %) a temperatura ambiente durante 30 minutos. Después de tres
lavados adicionales, cada pocillo se incub6 con 50 pl del antisuero diluido (dilucién en serie con factor dos, de 1.000x
a 128.000x), preparado en tampon de dilucion, durante 45 minutos a temperatura ambiente. Después de eso, se
incubd cada pocillo con conjugado de anti IgG de raton-fosfatasa alcalina a una dilucion de 5.000X (Chemico, Inc.,
Temecula, CA), durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después de tres lavados los anticuerpos unidos se
cuantificaron con 100 pl de sustrato de fosfatasa alcalina (Sigma, Inc., St Louis, MO) y la medicion de la absorbancia
se realizd a 405 nm después de un periodo de incubacién de 25 a 40 min utilizando un lector de placas de ELISA.

Deteccion inmunohistoquimica (IHQ) de PLVAP en tejidos fijados con formalina

Se cortaron cortes de seis micrometros de bloques de parafina de tejidos fijados con formalina. Estos cortes se
montaron sobre portaobjetos de vidrio SuperFrost plus adhesion (Menzel Glaser GmbH, Braunschweig, Alemania).
Después, los cortes se procesaron para la inmunotinciéon de PLVAP en un instrumento de tincién automatizado
Benchmark XT (Ventana Medical Systems, Inc., Tucson, AZ), utilizando el protocolo XT-iView-DAB-V.1 con
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acondicionante suave CCI durante 30 minutos, y los cortes se incubaron con suero anti PLVAP humana diluido 400X
a 37 °C durante 36 minutos. El segundo anticuerpo y los reactivos utilizados para detectar la union de los anticuerpos
de raton anti PLVAP humana fueron del Kit de Deteccion View™ DAB de Ventana Medical Systems, Inc. (Tucson,
AZ). Todos los reactivos y tampones se adquirieron en Ventana Medical Systems.

Resultados:

Para determinar la fuente celular de PLVAP en las muestras de CHC, se diseccionaron de las muestras células
endoteliales vasculares de CHC, células tumorales de carcinoma hepatocelular y hepatocitos no tumorales, incluyendo
células endoteliales sinusoides de revestimiento, utilizando microdiseccion por captura laser (MCL). Debido a la
estrecha yuxtaposicion entre las células de hepatoma y las células endoteliales de revestimiento capilar, se hizo un
esfuerzo durante la diseccion por evitar la inclusion de células endoteliales de revestimiento capilar. Los ARN extraidos
de las células diseccionadas se utilizaron para RT-PCR cuantitativa en tiempo real de dos etapas para determinar las
cantidades relativas de ARNm de PLVAP. Se estudiaron muestras de ensayo de dos pacientes distintos. Los
resultados mostrados en la Tabla 4 y en las FIG. 6A-C indican que PLVAP se expresa en células endoteliales
vasculares de CHC (FIG. 6A), mientras que no se detect6 transcrito de PLVAP detectable en los tejidos de higado no
tumoral adyacentes (FIG. 6B).

Tabla 4: Determinacion de las cantidades relativas de ARNm de PLVAP en dos muestras de CHC por RT-PCR
cuantitativa en tiempo real Tagman en células diseccionadas por microdiseccién por captura laser

Cantidad relativa de ARNm de PLVAP

Muestra de CHC Células endoteliales de Tejido de higado no tumoral Células tumorales
CHC adyacente de CHC
A 1 0 0,002
B 1 0,001 0,057

Para investigar adicionalmente la especificidad de tejido y de enfermedad de la expresion de PLVAP, se generaron
anticuerpos policlonales frente al dominio extracelular de PLVAP humana (aminoacidos 51 a 442) para su uso en
estudios de inmunohistoquimica (IHQ). Como se muestra en la FIG. 7, el antisuero obtenido de ratones Balb/c que se
inmunizaron con la proteina PLVAPs1.442 recombinante tenia un titulo elevado de anticuerpos anti-PLVAP.

Después, el antisuero anti PLVAP se utilizé para determinar el emplazamiento de la expresion de PLVAP en cortes de
tejido de pacientes con carcinoma hepatocelular (n=7) (las FIG. 8A-F y 9A-F), hiperplasia nodular focal (n=4) (las FIG.
10A-F), hemangioma hepatico (n=2) (las FIG. 11A y B), hepatitis B crénica activa (n=2) (las FIG. 12A y B) o C (n=4)
(las FIG. 13A-D) y cancer metastasico (n=4) (es decir, colangiocarcinoma intrahepatico, adenocarcinoma colorrectal
metastasico o carcinoma de ovario metastasico) (las FIG. 14A-D). Los resultados mostraron que solo las células
endoteliales capilares de carcinomas hepatocelulares expresaban la proteina PLVAP (las FIG. 8A, C, Ey 9A, C, E, F).
Las células endoteliales que revisten los sinusoides/capilares vasculares de tejidos de higado no tumorales, incluyendo
higado cirrético, higado de hiperplasia nodular focal (las FIG. 10A-F) y hepatitis cronica (las FIG. 12A y B; las FIG.
13A-D) no expresaban la proteina PLVAP. Las células de revestimiento endoteliales de hemangioma hepatico no
mostraron expresion significativa de PLVAP tampoco (las FIG. 11A y B). Estos resultados demuestran que PLVAP es
un biomarcador endotelial vascular que es especifico para carcinoma hepatocelular, pero no para otras enfermedades
del higado. Por lo tanto, PLVAP puede utilizarse como un marcador diagnostico y como diana terapéutica para el CHC.

Ejemplo 3. Produccion y caracterizacion de anticuerpos monoclonales de raton que se unen de forma
especifica a PLVAP

Materiales y procedimientos

Procedimientos de inmunizacion

Se inmunizaron cinco ratones Balb/cByJ hembra de seis semanas de manera inicial con 20 yg de proteina PLVAP
recombinante purificada disuelta en 0,125 ml de solucién salina tamponada con fosfato (PBS) y se emulsioné en un
volumen igual de adyuvante completo de Freund. La mezcla PLVAP-adyuvante se inyectd en volumenes de 0,05 ml
en cada uno de cuatro sitios subcutaneos distintos en la parte ventral del ratdn, cerca de los ganglios linfaticos axilares
e inguinales, asi como en un quinto sitio subcutaneo, el cual se emplazaba cerca de la escapula. Todos los ratones
recibieron una inmunizacién de refuerzo de 20 ug de proteina PLVAP recombinante inyectados por via intraperitoneal
cada dos semanas, un total de tres veces. Una semana después de la Ultima inmunizacién de refuerzo, se tomaron
muestras de sangre de ensayo para medir si los ratones estaban produciendo titulos suficientemente altos de
anticuerpos anti PLVAP (>10.000 X). Se utilizé para este fin un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)
en fase solida. Se selecciond para la produccién de hibridomas el ratén que produjo el titulo mas elevado de
anticuerpos contra PLVAP.

Desarrollo de anticuerpos monoclonales anti PLVAP murinos
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Tres dias antes del experimento de fusién programado para producir los hibridomas, se inyectaron 20 ug de PLVAP
recombinante por via intravenosa al ratén que producia el titulo mas elevado de anticuerpo contra PLVAP. Los
hibridomas que producian anticuerpos monoclonales (Acm) frente a PLVAP se produjeron de acuerdo a un protocolo
descrito anteriormente (véase la Unidad 2,5, Production of Monoclonal Antibodies, en Current Protocols in
Immunology, editores: Coligan JE, Kruisbeek AM, Margulies DH, Shevach EM, y Strober W. Publicado por John Wiley
& Sons, Inc., Nueva York, 2001), con modificaciones menores. De forma concreta, las células esplénicas recogidas
del ratén inmunizado se fusionaron con células de mieloma SP2/0 a una proporciéon de 7,5:1 (células esplénicas:
células de mieloma) utilizando polietilenglicol 1540 al 50 %. Los productos de la fusidon se sembraron en placas de
cultivo de tejidos de fondo plano de 96 pocillos y el siguiente dia se afadi® medio selectivo con hipoxantina-
aminopterina-timidina (HAT). Siete a diez dias mas tarde, se exploré por ELISA la produccion de anticuerpos anti
PLVAP en los sobrenadantes de los pocillos con crecimiento positivo. Los hibridomas que de forma inicial producian
Acm anti PLVAP se expandieron y reexploraron. Los hibridomas que mostraron una produccion continua de
anticuerpos se clonaron por el procedimiento de dilucion limitante. Los isotipos de los Acm se determinaron utilizando
un ELISA. Los anticuerpos monoclonales se purificaron a partir de ascitis o de medios de cultivo mediante
cromatografia en columna de afinidad de Proteina G (Unidad 2.7, Purification and Fragmentation of Antibodies, en
Current Protocols in Immunology, editores: Coligan JE, Kruisbeek AM, Margulies DH, Shevach EM y Strober W.
Published by John Wiley & Sons, Inc., Nueva York, 2001).

Ensayo de ELISA
Los ensayos de ELISA se realizaron como se describe en el presente documento (véase el Ejemplo 2).
Determinacion de las afinidades de union

Las afinidades de unién de los anticuerpos monoclonales anti PLVAP KFCC-GY4 y KFCC-GY5 se midieron en ANT
Technology Co., Ltd. (Taipei, Taiwan) utilizando la tecnologia de microequilibrio de cristales de cuarzo ANTQ300 (Lin
S., y col., J. Immunol Methods 239: 121-124 (2000)).

Aislamiento y cultivo de células endoteliales vasculares umbilicales humanas (CEVUH)

El aislamiento y cultivo de las CEVUH se llevé a cabo de acuerdo con el protocolo establecido descrito en Baudin B,
Brunee A, Bosselut N y Vaubourdolle M. Nature Protocols 2: 481-485 (2007). Durante el mantenimiento del cultivo de
células endoteliales, para recubrir las placas de cultivo o los cubreobjetos se utilizé gelatina al 1 % (DIFCO, Corp.)
disuelta en solucion salina tamponada con fosfato para reemplazar la solucion de colageno.

Extraccion de las proteinas de membrana hidréfobas de CEVUH mediante tampén que contiene Triton X-114 (TX-
114)

Se sembraron en placa quinientas mil CEVUH en una placa de cultivo de 10 cm durante 24 horas. Después, las células
se estimularon durante 72 horas adicionales con VEGF humano a 40 ng/ml. Las células cultivadas se lavaron dos
veces con 5 ml de solucién salina tamponada con fosfato (PBS). Después, las células se despegaron y se levantaron
de la placa mediante la incubacion con 1 ml de PBS que contenia EDTA 2 mM, se pusieron en un tubo de centrifuga
y se recogieron mediante centrifugacion a 300x g durante 5 minutos. En el sedimento producido mediante
centrifugacion habia aproximadamente 2 millones de células. Los sedimentos celulares se resuspendieron en 200 pl
de tampén Tris 0,05 M enfriado en hielo, que contenia EDTA 5 mM y Tritén X-114 (TX-114) al 0,5 % (v/v), pH 7,4. La
suspension celular solubilizada se incubd en hielo con agitacion vorticial suave ocasional. Después de eso, la
suspension de células se centrifugd a 10.000x g durante 10 minutos a 4 °C para eliminar los residuos celulares
insolubles. El sobrenadante se transfirid a un tubo de microcentrifuga limpio y se incubé a 37 °C durante 5 minutos.
Durante la incubacion el TX-114 se separo de la fase acuosa. Después, el tubo de microcentrifuga se centrifugé a
1000x g durante 10 minutos a temperatura ambiente, de forma que el TX-114 se centrifugé hasta la parte inferior del
tubo. Se retird la fase acuosa de la parte superior del tubo y el sedimento de TX-114 que contenia las proteinas
celulares hidrofobas se disolvié en tampon de muestra de gel de acrilamida con SDS 2x en un volumen final de 50 .
Para la electroforesis en gel de acrilamida SDS se utilizaron 15 pl de la muestra.

Electroforesis en gel de acrilamida con SDS, preparacion de la transferencia de Western e inmunotransferencia

Los procedimientos son los mismos que los descritos anteriormente por Kao KJ, Scornik JC y McQueen CF. Human
Immunol 27: 285-297 (1990), con una ligera modificacién. La deteccion de la unidn del anticuerpo en transferencias
de Western se llevé a cabo utilizando sustrato quimioluminiscente de fosfatasa alcalina y un analizador de imagenes
luminescentes LAS-4000 (Fuijifilm Corp.)

Microscopia de inmunofluorescencia
Materiales:
1). Anticuerpos primarios:

a). IgG de raton normal (Sigma Corp., n.° de catalogo: I-5381) disuelto en solucién salina tamponada con fosfato
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(PBS) hasta 1 mg/ml como una solucion madre, diluida antes del uso con PBS-BSA al 0,5% a una
concentracion de 5 pg/mi;

b). Monoclonal de raton anti factor de von Willebrand (FVW) humano (DakoCytomation Corp., n.° de catalogo:
M0616) diluido 50x con PBS que contenia BSA al 0,5 % antes de su uso;

c). Los anticuerpos monoclonales anti PLVAP KFCC-GY4 y KFCC-GY5 purificados se diluyeron antes del uso
a 5 pg/ml con PBS que contenia BSA al 0,5 %;

2). Anticuerpo secundario: F(ab’), de cabra anti IgG de ratén (HyL) conjugado con FITC (Serotec, Corp., n.° de
catalogo: Star105F);

3). Medio de montaje VectaShield con DAPI (Vector Labs, Corp., n.° de catalogo: H-1200);

4). Metanol al 100 % (Merck corp. n.° de Catalogo: 1.06009); y

5). Solucion salina balanceada de Hank (HBSS) (Gibco, Corp., n.° de catalogo: 12065-056) diluido hasta 1x antes
del uso.

Procedimiento:

Para preparar células endoteliales vasculares de cordén umbilical humano para el estudio de inmunofluorescencia, se
colocaron cincuenta mil células en cada pocillo de una placa de cultivo de 24 pocillos con un cubreobjetos redondo
estéril de 1,5 cm colocado en la parte inferior de cada pocillo. Cada pocillo contenia 0,5 ml de medio de cultivo M199
que se complemento con fetal bovino al 20 %, L-glutamina al 1 %, solucién de antibiético/antimicético al 1 %, heparina
50 pg/ml y complemento de cultivo de células endoteliales 75 ug/ml (Sigma, Corp. E0760). Cada cubreobjetos se
prerrecubrié durante una noche con 200 pl de colageno de piel de ternera 0,4 ug/ml (Sigma Corp. C9791) en acido
acético al 0,04 % (v/v). Después, los cubreobjetos se lavaron con solucion salina tamponada con fosfato 1x (PBS) y
posteriormente se secaron al aire para su uso. Las células se cultivaron durante una noche y después se estimularon
durante 72 horas adicionales con factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) 40 ng/ml. Las células de los
cubreobjetos se utilizaron para el procedimiento de inmunofluorescencia.

Para tefiir las células para la microscopia de inmunofluorescencia, se lavaron las células crecidas en el cubreobjeto
en cada pocillo con 0,5 ml de HBSS 1x. Después, las células se fijaron y permeabilizaron en 0,5 ml de metanol enfriado
en hielo durante 5 minutos. Las células fijadas se lavaron 3 veces con 0,5 ml de PBS 1x, durante 5 minutos por lavado.
Después, las células fijadas se bloquearon durante 1 hora a temperatura ambiente con 0,5 ml de PBS 1x que contenia
BSA al 0,5 %. El cubreobjetos que contenia las células fijadas se retir6 y se colocé en la parte superior de 0,2 ml de
solucién de anticuerpo primario diluido, que contenia IgG normal, anticuerpo monoclonal anti PLVAP KFCC-GY4 o
KFCC-GY5 5 pg/ml, o una dilucién 50x de anticuerpo monoclonal anti FvWW humano, con las células fijadas hacia abajo
y en contacto con la solucién de anticuerpo. La solucién de anticuerpo se colocé en un trozo de parafilm en un pequefio
recipiente de plastico cubierto. Se mantuvo la humedad interior colocando un pequefio trozo de papel de filtro
humedecido con agua.

Después de la incubacion a 37 °C durante una hora en un recipiente humidificado, el cubreobjetos se retird y las
células sobre el cubreobjetos se lavaron 3 veces con 0,5 ml de PBS durante 5 minutos cada vez. Después, las células
fijadas se incubaron con 0,2 ml de anticuerpo secundario F(ab’), de cabra anti IgG de ratén conjugado con FITC diluido
200x durante 50 minutos a 37 °C, como se describe, para la incubaciéon con la solucién de anticuerpo primario.
Después de eso, las células se lavaron 3 veces con PBS como se describe anteriormente. Las células tefidas se
montaron en un portaobjetos de vidrio utilizando la solucién anti decoloracion VectaShield. Se eliminé del borde del
cubreobjetos el exceso de medio de montaje y se sellé6 con esmalte de ufias. Las células tefiidas se examinaron
utilizando un microscopio de fluorescencia.

Resultados

La inmunizacién de ratones Balb/cByJ con proteina PLVAP humana recombinante condujo al desarrollo de hibridomas
que producian anticuerpos monoclonales (Acm) que reconocian la proteina PLVAP humana. Se seleccionaron dos
hibridomas para estudios adicionales. Se llamo a los anticuerpos producidos por estos hibridomas KFCC-GY4 y KFCC-
GY5. Las secuencias de los dominios Vy y Vi de los anticuerpos monoclonales KFCC-GY4 y KFCC-GY5, y las CDR
de estos dominios, se muestran respectivamente en las FIG. 15Ay B, y 16A y B.

La linea celular de hibridoma denominada como KFCC-GY4 tiene la Designacion de Depdsito de Patente de la
A.T.C.C. PTA-9963, habiéndose depositado el 8 de abril de 2009. La linea celular de hibridoma denominada como
KFCC-GYS5 tiene la Designacion de Deposito de Patente de la A.T.C.C. PTA-9964, habiéndose depositado el 8 de
abril de 2009.

Ambos anticuerpos monoclonales KFCC-GY4 y KFCC-GY5 se unen a la proteina PLVAP recombinante en ELISA
(FIG. 17) y ensayos de inmunotransferencia (las FIG. 18C y D).

Ademas, en un ensayo de inmunotransferencia estos anticuerpos reaccionan de forma especifica con la proteina
PLVAP de extractos de células endoteliales vasculares de cordon umbilical humano (las FIG. 19B y D). Ademas, los
experimentos de tincion de inmunofluorescencia mostraron la uniéon de los anticuerpos monoclonales KFCC-GY4 y
KFCC-GY5 a células endoteliales vasculares humanas que expresan PLVAP (las FIG. 20C y D).
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Utilizando microequilibrio de cristales de cuarzo ANTQ300 (Lin, y col., J. Immunol. Methods 239: 121-124, 2000) se
determiné que las afinidades de unién (Ky) de los anticuerpos monoclonales por la proteina PLVAP recombinante son
de 0,41 x 107 M para el Acm KFCC-GY5 y de 0,6 x 107 M para el Acm KFCC-GY4.

Los experimentos de inmunohistoquimica realizados sobre cortes de hepatoma del higado de dos pacientes con
hepatoma distintos, utilizando los anticuerpos monoclonales anti PLVAP KFCC-GY4 y KFCC-GY5, mostraron que el
anticuerpo monoclonal KFCC-GY5 producia una sefial mas fuerte en células endoteliales vasculares (las FIG. 21A,C)
que el anticuerpo monoclonal KFCC-GY4 (las FIG. 21B,D).

Se realizaron en muestras de cuatro pacientes de hepatoma seleccionados aleatoriamente distintos experimentos de
inmunohistoquimica, realizados en cortes de tejido de higado no tumoral y de hepatoma adyacentes del higado del
mismo paciente, utilizando el anticuerpo monoclonal anti PLVAP KFCC-GY4. La expresion de PLVAP se detecté en
células endoteliales vasculares de tejidos de hepatoma (las FIG. 22A, C, E y G) pero no en tejidos de higado no
tumorales adyacentes (las FIG. 22B, D, F y H).

Ejemplo 4: La proteina PLVAP se expresa en las superficies de las células endoteliales vasculares

Materiales y procedimientos

Microscopia de inmunofluorescencia
Reactivos:

Los reactivos utilizados para el siguiente procedimiento son como se describe en el Ejemplo 3, con las siguientes
modificaciones:

* el tampon de lavado HBSS 1x contenia azida de sodio al 0,1 %, el cual se utilizé para evitar la endocitosis de los
anticuerpos unidos a la superficie celular;

* los anticuerpos monoclonales anti PLVAP KFCC-GY4 y KFCC-GY5 se diluyeron en tampon de lavado HBSS 1x
con azida de sodio al 0,1 %;

Procedimiento:

La tincion por inmunofluorescencia de las células endoteliales vasculares del cordén umbilical humano (CEVUH) se
realizé como se describe en el Ejemplo 3, excepto que las células no se fijaron y permeabilizaron con metanol. En su
lugar, tras la incubacidon con los anticuerpos monoclonales anti PLVAP, las células se lavaron y fijaron con
paraformaldehido al 4 % a temperatura ambiente durante 10 minutos. Después de esta incubacion, las células se
lavaron 3 veces, después se incubaron con F(ab’),; de cabra anti IgG de ratdn conjugado con FITC. Después de tres
lavados adicionales, las células se procesaron para la microscopia de inmunofluorescencia como se describe en el
Ejemplo 3.

Resultados

Utilizando la estrategia descrita anteriormente solo podia detectarse la proteina PLVAP expresada en la superficie
celular. Los resultados de estos experimentos revelaron que los anticuerpos monoclonales anti PLVAP KFCC-GY4 y
KFCC-GY5 se unian a la superficie de las células endoteliales vasculares de CHC (las FIG. 23B,C), indicando que la
proteina PLVAP se expresa en las superficies de estas células. Estos hallazgos sugieren que los anticuerpos que se
unen de forma especifica a PLVAP con alta afinidad tendran la capacidad de unirse a la superficie de las células
endoteliales vasculares de CHC tras la inyeccion en los vasos sanguineos de un tumor de carcinoma hepatocelular.

Ejemplo 5: Los anticuerpos monoclonales anti PLVAP humana se unen a las proteinas PLVAP en especies de
primates no humanos

Materiales y procedimientos

En primer lugar se prepararon portaobjetos de matriz tisular de acuerdo con las instrucciones del fabricante, horneando
los portaobjetos a 60 °C durante 2 horas para eliminar la parafina de sellado. Después de eso, los portaobjetos se
procesaron para la tincién inmunohistoquimica como se describe en el Ejemplo 2 (deteccién de PLVAP en tejidos
fijados con formalina mediante IHQ). La unica modificacion fue que los portaobjetos se incubaron con los anticuerpos
monoclonales KFCC-GY4 y -GY5 1 ug/ml durante 48 minutos a 37 °C.

Resultados

Para determinar si los primates no humanos pueden utilizarse para evaluar la farmacocinética, la farmacodinamica y
la toxicidad de los Acm KFCC-GY4 y KFCC-GY5, asi como de otros anticuerpos obtenidos de estos Acm, se realizo
la tincién por inmunohistoquimica de matrices de tejidos normales de ser humano, mono rhesus y mono cinomolgo
fijados con formalina utilizando los anticuerpos KFCC-GY4 y KFCC-GY5 (FIG. 26). Los anticuerpos monoclonales anti
PLVAP humana KFCC-GY4 y KFCC-GY5 se unieron en distintos tejidos tanto a las células endoteliales capilares de
ser humano como de mono (cinomolgo y rhesus), con alto grado de similitud (FIG. 26). En las FIG. 27A-F2 se muestran
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ejemplos de unién del anticuerpo KFCC-GY5 a cortes de glandula suprarrenal, rifidn, cerebro e higado de ser humano
y de mono. También se utilizé anticuerpo monoclonal anti CD34 humana como un control positivo en cortes de tejido
humano para destacar los vasos sanguineos. Estos resultados indican que los monos rhesus y cinomolgo son
adecuados para su uso en estudios de experimentos preclinicos de anticuerpos PLVAP.

Ejemplo 6: Los anticuerpos monoclonales KFCC-GY4 y KFCC-GY5 se unen a epitopos antigénicos entre los
aminoacidos 282 y 482 en la region C terminal de la proteina PLVAP humana.

Materiales y procedimientos

Clonacién molecular

Se construyeron como sigue plasmidos que expresan las partes N terminal (aminoacidos 51-292) etiquetada con His
o C terminal (aminoacidos 282-442) del dominio extracelular de PLVAP humana (aminoacidos 51-442). Se traté al
PGEM®T Easy-PLVAPs1442 con Eco RV y Stu |, se autoligo y se genero el plasmido resultante pGEM®-T Easy-
PLVAPs1.20,. Para la construccion del plasmido pET-15b-PLVAPs1.292, se escindié de pGEM®-T Easy-PLVAPs1.202 Un
fragmento de ADNc que representa los restos de aminoacido 51 a 292 de PLVAP con los sitios de reconocimiento de
Ndel/BainHI en los extremos y se insertdé en pET-15b (Novagen). Para construir pET-15b-PLVAP2g2.442, pET-15b-
PLVAPs1.442 se tratd con Nde |y Sac |, seguido de la ligacion de los extremos romos utilizando ADN polimerasa T4.
Las construcciones de expresion descritas anteriormente se verificaron mediante secuenciacion de ADN y se
transformaron en Escherichia coli (Rosetta-gami2(DE3)pLysS).

Expresién e inmunotransferencia de la proteina recombinante

Se indujo con isopropil-B-D-tiogalactopirandsido 1 mM la expresion de las proteinas de fusion etiquetadas con His en
células Escherichia coli Rosetta-gami2(DE3)pLysS durante 16 horas a 30 °C. Después de la induccion, las células
bacterianas se sometieron a lisis con tampdén de muestra Laemmli. Los lisados celulares resultantes se resolvieron
por SDS-PAGE y se sometieron a tincion con azul de Coomassie e inmunotransferencia utilizando protocolos
convencionales y los siguientes anticuerpos: anticuerpos primarios: KFCC-GY4, KFCC-GY5, Acm 2A7-6, Acm anti His
(LTK Biotechnology, Taiwan). Las inmunotransferencias se revelaron mediante anticuerpos secundarios frente a IgG
de ratén conjugados a fosfatasa alcalina de Chemicon, Inc. utilizando procedimientos convencionales.

Amplificacion por PCR y exploracién de bibliotecas

Se utilizaron los cebadores PLVAP Sac | F: 5-CTCCAAGGTGGAGGAGCTGGC-3’ (SEQ ID NO: 36) y PLVAP Stop
Bam HI R:

5-GGATCCTGAGCATATCCCTGCATCCTCC-3’ (SEQ ID NO: 37) para amplificar la secuencia que codifica la parte
C terminal del dominio extracelular de PLVAP (aminoacidos 282-442). La PCR se realiz6 utilizando el siguiente ciclo
térmico: 94 °C durante 5 minutos, seguido de 35 ciclos a 94 °C durante 30 s, 56 °C durante 30 s y 72 °C durante 60 s.
El ADN se purificé con el kit de purificacion Qiaquick PCR (Qiagen, Surrey, RU) y después se utilizé en la construccion
de una biblioteca de Novatope de PLVAP de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Novagen, Merck Biosciences
Ltd., Beeston, RU). Brevemente, el producto de PCR purificado se digiri6 con ADNasa | en presencia de Mn?* y los
fragmentos entre 50-150 pares de bases (pb) se purificaron por gel utilizando un kit de extraccion de gel (Qiagen). Se
rellenaron los extremos de los fragmentos de ADN utilizando ADN polimerasa T4 y la polimerasa Tth para afiadir un
Unico resto dA a cada extremo 3’, y después se ligd en el vector pScreen 1b(+)T (Novagen), que esta disefiado para
expresar pequefios insertos como una fusion carboxilo terminal al gen de la proteina de la capside 10 del fago
bacteriano T7. La biblioteca se transformd en células NovaBlue (DE3) y se sembraron en placas en medio Luria-
Bertani (LB) que contenia carbenicilina (50 ug/ml) y tetraciclina (12,5 ug/ml). La biblioteca de ADNc de PLVAP humana
resultante se explord (aproximadamente 10* colonias para cada anticuerpo) utilizando el procedimiento descrito en el
manual de Novatope: las colonias que expresaban los fragmentos de PLVAP se transfirieron a filtros de nitrocelulosa
por contacto con la colonia durante 1 minuto. Las colonias bacterianas del filtro se lisaron incubando durante 15 min
en una camara de vapor de cloroformo sellada. Las proteinas se desnaturalizaron en solucién de desnaturalizacion
de colonias (Tris 20 mM pH 7,9, Urea 6 M, NaCl 0,5 M) durante 15 minutos y los filiros se bloquearon durante 30 min
en gelatina al 1 % (p/v) en TBS con Tween 20 al 0,05 % (v/v) (TBS-T). Los residuos de las colonias se eliminaron
secando con un pafiuelo de papel y después se examinaron los filtros durante 1 h con anticuerpo monoclonal KFCC-
GY4 y KFCC-GY5 (1 mg/ml) en TBS-T con gelatina al 0,5 % (p/v). Las transferencias se lavaron durante 15 min dos
veces en TBS-T con gelatina al 0,5 % (p/v) y después se examinaron con una diluciéon 1/5000 de anti inmunoglobulina
de raton en cabra conjugado con fosfatasa alcalina (Chemicon) en TBS-T con gelatina al 0,5 % (p/v). Después del
lavado, las transferencias se desarrollaron utilizando sustrato bromo-4-cloro-3-indolilfosfato/nitroazul de tetrazolio
(BCIP; 33 pg/ml, NBT, 66 pug/ml) (Sigma). Las colonias positivas de cada exploracion se sembraron en placas de LB
con ampl/tet recién preparadas y después se volvieron a examinar con anticuerpo monoclonal. Los positivos
confirmados se utilizaron en minipreparaciones de ADN y los insertos del gen de PLVAP se secuenciaron utilizando
el cebador terminador T7.

ELISA para el estudio de interferencia de la unién

Se recubrié cada pocillo de una placa ELISA durante una noche con 50 pl de anticuerpos monoclonales anti PLVAP
KFCC-GY5 a una concentracion de 5 pg/ml en PBS. Después del bloqueo y el lavado, se afadieron a cada pocillo
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50 pl de proteina PLVAP recombinante (0,5 pg/ml). Después de la incubacién a temperatura ambiente durante 60
minutos los pocillos se lavaron y se afiadieron a cada pocillo por duplicado 50 ul de anticuerpo KFCC-GY4 biotinilado
a distintas concentraciones y se incub6 durante 30 minutos. Después de tres lavados, se revelaron los pocillos con
50 pl de conjugado de estreptavidina-peroxidasa de rabano picante diluido y sustrato. Se midié para cada pocillo la
densidad optica a 450 nm. Cada valor era una media de los duplicados.

ELISA para la unién aditiva

Se recubrié cada pocillo de una placa de ELISA con 50 ul de proteina PLVAP recombinante 0,25 ug/ml. Los pocillos
se bloguearon e incubaron con 50 pl de cada anticuerpo humanizado obtenido de KFCC-GY4 o KFCC-GY5, ya sea
de forma separada o conjunta. La concentracion final de cada anticuerpo fue de 0,01 ug/ml. Los valores eran un
promedio de los duplicados.

Resultados

Para caracterizar adicionalmente los Acm KFCC-GY4 y KFCC-GY5, se realizé un mapeo epitdpico para determinar
los sitios antigénicos en PLVAP que une cada uno de estos anticuerpos. Los resultados iniciales demostraron que los
epitopos antigénicos para ambos anticuerpos residen en la regiéon C terminal de la proteina PLVAP, entre los
aminoacido 282 y 482 (las FIG. 28A, 28B y 28C). Los Acm KFCC-GY4 y KFCC-GY5 reaccionaron de forma positiva
con PLVAP51-442 (carril 1) y PLVAP282-442 (carril 2), pero no reaccionaron con PLVAP51-292 (carril 3) o con
proteina CEACAMG6 humana, no relacionada con PLVAP (carril 4). Los resultados indican que los epitopos de ambos
anticuerpos residen en el extremo C terminal de PLVAP, entre los restos de aminoacido 292 a 442.

Un estudio de mapeo mas fino revelé que el Acm KFCC-GY4 reaccionaba con un clon de E. coli que expresa un
péptido que abarca los aminoacidos 431 a 442 de PLVAP humana y el Acm KFCC-GY5 reaccionaba con un clon de
E. coli que expresa un péptido que abarca los aminoacidos 378 a 404 de PLVAP humana. Como se representa en la
Tabla 5, los epitopos para estos dos Acm no se solapan.

Tabla 5. Epitopos antigénicos para los anticuerpos monoclonales KFCC-GY4 y KFCC-GY5
Secuencia de aminoacidos responsable del epitopo antigénico para el Acm KFCC-GY4:

Ser humano 431 SQRPPAGIPVAPSSG 442 (SEQ ID NO:38)
Raton 426 SQRLPVVNPAAQPSG 437 (SEQ ID NO:39)

Secuencia de aminoacidos responsable del epitopo antigénico para el Acm KFCC-GY5:

Ser humano 378 ELAIRNSALDTCIKTKSQPMMPVSRPM 404 (SEQ ID NO:40)
Ratén 375 EVDVRISALDTCVKAKSLPAVP-PRVS 400 (SEQ ID NO:41)

Los Acm KFCC-GY4 y KFCC-GY5 pudo cada uno unirse a PLVAP humana en un inmunoensayo ligado a enzimas
(ELISA) sin interferencia con la union del otro anticuerpo (FIG. 29). Esta falta de interferencia también se observo
utilizando anticuerpos monoclonales KFCC-GY4 y KFCC-GY5 combinados completamente humanizados (FIG. 30), lo
que se describe en mas detalle a continuacion.

Ejemplo 7: Produccion y caracterizacion de anticuerpos quiméricos que se unen de forma especifica a PLVAP

Materiales y procedimientos

Abreviaturas

Abreviatura Descripcion

CDR Region Determinante de Complementariedad de la region variable de un
anticuerpo (numeradas CDR1-3 para cada una de las cadenas pesada y
ligera, segun define Kabat).

Ec(0,1 %) La Absorbancia de una solucion de proteina 1 mg/mi

ELISA Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas

FW Region marco conservada - region de armazon de un dominio variable que
sustenta las CDR

HRP Peroxidasa de rabano picante

IgG Inmunoglobulina G

Acm Anticuerpo monoclonal

DO a 280 nm Densidad 6ptica medida a 280 nm

Proteina P Proteina PLVAP

PBS Solucién salina tamponada con fosfato

TMB 3,3’,5,5-tetrametilbencidina

Region V Region variable de una cadena de anticuerpo
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Determinacibn inicial de las secuencias de la region variable

Se extrajo ARN total de 2x107 células de hibridoma cultivadas procedentes de las lineas celulares KFCC-GY4 y KFCC-
GYS5 utilizando reactivo Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA). Para determinar la secuencia codificante de los dominios VH
y VL de KFCC-GY4 y KFCC-GY5 se llevo a cabo RACE 5’ utilizando el kit FirstChoice RLM-RACE (Ambion, Inc.,
Austin, TX) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se trataron 10 ug del ARN extraido con fosfatasa
de intestino de ternera (FIP) en una mezcla de reaccién con un volumen total de 20 pl que contenia 2 pl de tampdn
FIP 10x y 2 pl de FIP durante 1 h a 37 °C. Después de la extraccion con fenol/cloroformo, el ARN se precipité con
etanol y se resuspendié en 11 yl de agua sin nucleasas. Se trataron 5 pl del ARN tratado con FIP con pirofosfatasa
acida del tabaco (PAT) en 10 pl de mezcla de reaccion que contenia 1 pl de tampdn de PAT 10x y 2 ul de PAT, durante
1 h a 37 °C. Después se ligaron 2 pl del ARN tratado con FIP/PAT con 300 ng de adaptador de ARN con ARN ligasa
T4, en una mezcla de reaccion de 10 pl durante 1 h a 37 °C. Se utilizaron 2 pl del ARN ligado o de ARN control como
un molde para sintetizar ADNc utilizando decameros aleatorios con la transcriptasa inversa M-MLV durante 1 h a
42 °C. Los ADNc que correspondian con las cadenas pesada (VH) y ligera (VL) variables se amplificaron después
mediante PCR, de forma separada, con ADN polimerasa Taq Takara Ex (Takara Bio Inc., Osaka, Japén), utilizando el
cebador directo externo de RACE 5, 5-GCTGATGGCGATGAATGAACACTG-3' (SEQ ID NO: 42) y los cebadores
inversos complementarios a las secuencias de nucleétidos que codifican la regiéon constante de la cadena kappa (5'-
TCAACGTGAGGGTGCTGCTCATGC-3') (SEQ ID NO: 43) o la region CHI de la cadena pesada (5'-
TTTCTTGTCCACCTTGGTGCTGCTGG-3') (SEQ ID NO: 44), respectivamente. Las mezclas de reaccion de PCR se
incubaron durante 5 min a 94 °C, seguido de 35 ciclos de amplificacion, que comprendian la desnaturalizacion a 94 °C
durante 30 s, el apareamiento a 57 °C durante 30 s y la extensidon a 72 °C durante 1 min. La reaccion se extendioé
durante otros 7 min a 72 °C para asegurar la extension completa. Los productos de PCR se analizaron y purificaron a
partir de un de agarosa al 1,5 % utilizando el kit de extraccién de gel Qiaquick (Qiagen, Mississauga, Ontario, Canada).
Los fragmentos de PCR purificados se clonaron en el vector plasmidico pGEM-T-easy (Promega, Madison, WI,
EE.UU.). Se sometieron al analisis por secuenciacion de nucleétidos un minimo de 5 clones independientes para cada
cadena. Las CDR se identificaron de acuerdo con la definicién de Kabat (las FIG. 15A,B y 16A,B).

Confirmacién independiente de las secuencias de la region variable

Se extrajo de forma satisfactoria ARNm (Promega n.° de Catalogo Z5400) de células KFCC-GY4 y KFCC-GY5
congeladas. Se realizé la RT-PCR utilizando grupos de cebadores degenerados para secuencias sefial murinas con
un unico cebador de region constante. Se amplificd el ARNm de la region variable de la cadena pesada utilizando un
conjunto de seis grupos de cebadores degenerados (HA a HF) y se amplificé el ARNm de la regién variable de la
cadena ligera utilizando un conjunto de siete grupos de cebadores degenerados (kappaA a kappaG), el analisis de
isotipado monoclonal de las IgG utilizando Isostrips de Roche (Roche n.° de Catalogo 493027001) reveldé que ambas
eran de los isotipos IgG1 / kappa. Se obtuvieron productos de amplificacion con los grupos de cebadores de la cadena
pesada y de la cadena ligera kappa, confirmando que la cadena ligera procede del cluster kappa. Se cloné cada
producto y de cada uno se secuenciaron varios clones. Para los anticuerpos KFCC-GY4 y KFCC-GY5, para cada
anticuerpo se identificaron secuencias funcionales unicas de la regiones variables de cadena pesada y de cadena
ligera.

Expresion de los anticuerpos quiméricos

Se transfirieron las regiones variables de KFCC-GY4 y KFCC-GY5 a un sistema de vector de expresion (Antitope)
para la cadena pesada de IgG4 y la cadena ligera kappa. Se transfectaron células NSO a través de electroporacion y
se seleccionaron utilizando metotrexato. Se identificaron varias colonias resistentes a metotrexato y se expandieron
las lineas celulares positivas para la expresion de IgG. Se recuperé ADN gendmico de las lineas celulares principales
y se sometid a PCR y a secuenciacion confirmatoria. Se purificaron de sobrenadantes de cultivo celular las IgG4
KFCC-GY4 y KFCC-GY5 quiméricas de IgG en una columna de sefarosa de Proteina A (GE Healthcare n.° de Catalogo
110034-93) y se cuantificaron por DO a 280 nm utilizando un coeficiente de extincion, Ec(0,1 %), a base de la
secuencia de aminoacidos predicha — se utilizaron valores de Ec(0,1 %) de 1,484 y 1,334 para KFCC-GY4 y KFCC-
GY5 quiméricos respectivamente. Se purificaron mas de 2 mg de anticuerpo y se analizé por SDS-PAGE (FIG. 31).
Se observaron las bandas que correspondian a los tamafios predichos de las cadenas pesada y ligera sin evidencia
de contaminacion.

Unién de los anticuerpos KFCC-GY4 y KFCC-GY5 quiméricos a PLVAP recombinante

Se evaluo en un ELISA de competicion la unidn de los anticuerpos KFCC-GY4 y KFCC-GY5 quiméricos a la proteina
PLVAP recombinante. Se premezclaron series de diluciones del anticuerpo quimérico y de control de 30 ug/ml a
0,014 pg/ml (concentracion final) con una concentracion constante de KFCC-GY4 murino biotinilado (concentracion
final de 0,3 pg/ml) o se premezclé 10 yg/ml a 0,004 pg/ml (concentracion final) con una concentracion constante de
KFCC-GY5 murino biotinilado (concentracion final de 0,1 ug/ml), antes de incubar durante 1 hora a temperatura
ambiente en una placa de microtitulacion de fondo plano de 96 pocillos Nunc Immuno MaxiSorp (Fisher n.° de Catalogo
DIS-971-030J) prerrecubierta con proteina PLVAP recombinante 1 ug/ml diluida en PBS. La union del Acm biotinilado
se determind mediante la deteccion con estreptavidina-HRP y sustrato TMB.

Resultados
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Las regiones variables de los anticuerpos monoclonales anti PLVAP de raton KFCC-GY4 y KFCC-GY5 se clonaron y
secuenciaron de forma satisfactoria. Se identificaron en cada anticuerpo tres regiones determinantes de
complementariedad (las CDR) de acuerdo con la definicion de Kabat. El analisis de las secuencias obtenidas de los
hibridomas KFCC-GY4 y KFCC-GY5 a partir de los estudios de confirmacion se resumen en las Tablas 6 y 7. Estas
secuencias coincidieron con las secuencias obtenidas por la caracterizacion inicial (las FIG. 15A,B y 16A,B), con la
excepcion de una Unica falta de coincidencia silenciosa en la secuencia de nucleétidos de la cadena ligera de KFCC-
GY4. La transcripcion andémala (numero de referencia de GenBank M35669) asociada habitualmente con el
companiero de fusién del hibridoma SP2/0 también se detectd en ambas lineas celulares.

Tabla 6: Andlisis de secuencia del anticuerpo monoclonal KFCC-GY4

Cadena P Cadena L
Longitud de CDR 1 5 aa 16 aa
Longitud de CDR 2 17 aa 7 aa
Longitud de CDR 3 4 aa 9 aa

Linea germinal de ser humano
mas cercana®

FW1 de ser humano mas cercana®

IGHV1-F01 (64 %)
IGHV1-46*03 (68 %)
IGHV7-4-1%03 (71 %)
IGHV1-701 (70 %)
IGHJ6*01 (91 %)

IGKV2D-30*01 (82 %

IGKV2D-29%02 (87 %
IGKV2D-30%01 (80 %
IGKV2D-40%01 (94 %
IGKJ4 (90 %)

FW2 de ser humano mas cercana®
FW3 de ser humano mas cercana®

)
)
)
)

J de ser humano mas cercana®

Maximo n.° de restos de FR de raton® 13(4) 4 (1)

Tabla 7: Andlisis de secuencia del anticuerpo monoclonal KFCC-GY5

Cadena P Cadena L
Longitud de CDR 1 5 aa 16 aa
Longitud de CDR 2 17 aa 7 aa
Longitud de CDR 3 4 aa 9 aa

Linea germinal de ser humano

mas cercana®
FW1 de ser humano mas cercana®

FW2 de ser humano mas cercana®

IGHV1-46*03 (68 %)

IGHV7-4-1*02 (76 %)
IGHV7-4-1 *02 (79 %)

IGKV2D-2902 (80 %

IGKV2D-30%01 (83 %
IGKV2D-40%01 (93 %

FW3 de ser humano mas cercana®

)
)
)
IGHV1-69*10 (72 %) )
IGHJ6*01 (91 %)

IGKV2D-40%01 (91 %
IGKJ2 (90 %)

J de ser humano mas cercana®

Maximo n.° de restos de FR de raton® 9(3) 2(2)

adefiniciones de CDR y numeracién de secuencia de acuerdo con Kabat

®ID(s) de linea germinal indicado seguido de % de homologia

Indica el nimero maximo de restos de raton que necesitan proveerse de segmentos de secuencia de ser humano
con los numero de los posiblemente criticos para la afinidad, indicado entre paréntesis

Los genes de la region variable se combinaron después con las regiones constantes de la cadena pesada y de la
cadena ligera kappa de IgG4 y se expresaron en células NSO para producir anticuerpos anti PLVAP quiméricos. Para
llevar a cabo esto, se construyeron vectores plasmidicos que portaban las cadenas pesada y ligera quiméricas de
KFCC-GY4 y las cadenas pesada y ligera quiméricas de KFCC-GY5 (las FIG. 32A-C, 33A,B, 34A-C y 35A,B). Estos
plasmidos se utilizaron para transfectar células NSO. Se clonaron las células que producian anticuerpo quimérico y
que estaban transfectadas de forma estable.

Las regiones variables de la cadena pesada y ligera para el anticuerpo KFCC-GY4 mostraron buena homologia con
las secuencias de linea germinal de ser humano mas cercana (el 64 % y el 80 % respectivamente para KFCC-GY4) y
las secuencias de la regiones marco conservadas individuales tuvieron homélogos cercanos en la base de datos de
lineas germinales de ser humano. Esto, por lo tanto, reduce el grado de modificacion por ingenieria genética que se
necesita emprender para obtener un anticuerpo humanizado satisfactorio. El nimero maximo de restos de la region
marco conservada de ratén que necesitaran abastecerse de segmentos de secuencia de ser humano para la cadena
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pesada de KFCC-GY4 es de 13, siendo probablemente cruciales 4 restos de restriccion para el mantenimiento de la
actividad de uniéon. El nimero maximo de restos de la region marco conservada de ratén que se necesitaran proveer
de segmentos de secuencia de ser humano para la cadena ligera de KFCC-GY4 es de 4, con 1 resto de restriccion
que se cree que es critico para la actividad (Tabla 6).

Las regiones variables de la cadena pesada y la ligera para el anticuerpo KFCC-GY5 también mostraron buena
homologia con las secuencias de la linea germinal de ser humano mas cercanas (el 68 % y el 80 % respectivamente
para KFCC-GY5) y las secuencias de la regiones marco conservadas individuales tuvieron homélogos cercanos en la
base de datos de linea germinal de ser humano. Esto, por lo tanto, reduce el grado de modificaciéon por ingenieria
genética que se necesita emprender para obtener un anticuerpo humanizado satisfactorio. El nimero maximo de
restos de la regién marco conservada de ratéon que se necesitaran proveer a partir de segmentos de secuencia de ser
humano para la cadena pesada es de 9, probablemente siendo cruciales 3 restos de restriccion para el mantenimiento
de la actividad de union. El nimero maximo de restos de la region marco conservada de ratén que se necesitara
proveer a partir de segmentos de secuencia de ser humano para la cadena ligera es de 2, creyendo que ambos son
criticos para la actividad (Tabla 7). El analisis por Composite Human Antibody™ (Antitope; Cambridge, RU) revel6 que
puede encontrarse que los segmentos de la regiéon marco conservada humana incluyen todos los restos de raton
convenientes y, por lo tanto, los anticuerpos humanizados completos pueden construirse a partir de ambos moldes.

Se utilizé un ensayo de ELISA de competicion para demostrar que las eficiencias de unidon de los anticuerpos
quiméricos para PLVAP son similares a las de los anticuerpos murinos parentales respectivos. Los anticuerpos 1gG4-
GY4 quimérico y KFCC-GY4 murino tenian perfiles de uniéon muy similares, con valores de CI50 de 0,80 uyg/ml y
0,98 ug/ml respectivamente (FIG. 36). De manera similar, los anticuerpos IgG4-GY5 quimérico y KFCC-GY5 murino
también tenian perfiles de unién muy similares, con valores de CI50 de 0,40 pg/ml y 0,49 ug/ml respectivamente (FIG.
37). Por lo tanto, se identificaron y clonaron las secuencias de la region variable correctas para los anticuerpos
monoclonales murinos parentales.

También se determinaron las afinidades de unién utilizando el sistema Bia T-100 de Biacore. Se determiné que los
anticuerpos KFCC-GY4 y KFCC-GY5 quiméricos tenian afinidades de unién mas altas por PLVAP que sus respectivos
Acm parentales (Tabla 8). Los dos anticuerpos monoclonales quiméricos obtenidos de KFCC-GY4 y KFCC-GY5
también se denominan en el presente documento como CSR01 y CSR02, respectivamente.

Tabla 8. Afinidades de unién de los anticuerpos monoclonales KFCC-GY4, KFCC-GY5, KFCC-GY4 quimérico
(CSR01) y KFCC-GY5 quimérico (CSR02).

Anticuerpo ka (1/Ms) kd (1/s) Kd (M)
GY4 1,51x104 7,01x103 4,64x107
GY4 quimérico (CSR01) 5,21x103 2,12x103 4,06x107
GY5 6,93x103 4,14x10* 5,98x108
GY5 quimérico (CSR02) 3,07x104 3,01x10% 9,78x1010

ka: velocidad de asociacion; kd: velocidad de disociacion;
Kd: constante de disociacion (afinidad de union).

Ejemplo 8: Produccion y caracterizacion de anticuerpos completamente humanizados que se unen de forma
especifica a PLVAP

Materiales y procedimientos

Visién general

Se construyeron tres cadenas ligeras kappa distintas y dos cadenas pesadas distintas a base de las secuencias del
ADNCc del anticuerpo quimérico KFCC-GY4 (CSRO01). Se utilizaron para transfectar la linea celular NSO para la
produccién de anticuerpos humanizados combinados. Se generaron cinco lineas celulares distintas para la produccion
de cinco anticuerpos monoclonales. De manera similar, se construyeron dos cadenas ligeras kappa distintas y dos
cadenas pesadas distintas a base de las secuencias del ADNc del anticuerpo quimérico KFCC-GY5 (CSR02). Se
obtuvieron cuatro lineas celulares que producen cuatro anticuerpos monoclonales distintos. Las secuencias de
nucledtidos de los dominios variables de estas cadenas pesadas y ligeras humanizadas se resumen en las FIG. 38A-
E y 39A-D. En la FIG. 40 se muestra un diagrama de flujo de la obtencion de los anticuerpos quiméricos y de los
anticuerpos combinados completamente humanizados.
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Abreviaturas

Descripcion

BLAST, CDR Herramienta de busqueda de alineamiento local basico. Region
determinante de complementariedad de una regién variable de un
anticuerpo (numeradas CDR1-3 para cada una de las cadenas
pesada y ligera, como define Kabat).

Ec(0,1 %) La absorbancia de una solucion de proteina 1 mg/mi

ELISA, FW, HRP, IgG

Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas, regiéon marco
conservada - region armazon de un dominio variable que sustenta a
las CDR, peroxidasa de rabano picante, inmunoglobulina G

Acm Anticuerpo monoclonal

MHC Complejo principal de histocompatibilidad

DO a 280 nm Densidad 6ptica medida a 280 nm

PBS Solucién salina tamponada con fosfato

TMB 3,3’,5,5-tetrametilbencidina

Region V Region variable de una cadena de anticuerpo
Proteina P Proteina PLVAP

Diserio de las secuencias de la region variable del anticuerpos humano

Se produjeron modelos estructurales de las regiones variables (V) de KFCC-GY4 y KFCC-GY5 de ratén utilizando
Swiss PDB y se analizaron para identificar los aminoacidos de “restriccion” importantes en las regiones V de ratén,
que probablemente eran esenciales para las propiedades de unién del anticuerpo. Se consideraron como importantes
los restos contenidos dentro de las CDR (utilizando tanto la definicion de Kabat como la de Chothia), junto con varios
restos del armazon. Tanto las secuencias de VH como de VK de KFCC-GY4 y KFCC-GY5 contenian restos del
armazon tipicos. Mientras que los motivos CDR1 y 2 de ambos anticuerpos eran comparables con muchos anticuerpos
murinos, se observé que el CDR3 de la VH para ambos anticuerpos era inusualmente corto. A partir del analisis
anterior se considerd que las secuencias de ser humano combinadas de KFCC-GY4 y KFCC-GY5 podian crearse con
una gran amplitud de alternativas fuera de los CDR, pero solo con una pequefia variedad de posibles restos
alternativos dentro de las secuencias de CDR. El analisis preliminar indicod que para crear las CDR similares o idénticas
a las de las secuencias de raton podian combinarse los segmentos de secuencia correspondientes procedentes de
varios anticuerpos de ser humano. Para regiones fuera de o flanqueando las CDR, se identific6 como posibles
componentes de las nuevas regiones variables de anticuerpo de ser humano una amplia seleccion de segmentos de
secuencia de ser humano.

Evitacién de epitopo y disefio de variantes

Basandose en el analisis anterior, se selecciond un gran conjunto preliminar de segmentos de secuencia que podian
utilizarse para crear las variantes de los anticuerpos de ser humano KFCC-GY4 y KFCC-GY5, y se analizaron
utilizando la tecnologia iTopeTM para el andlisis de la union de péptidos a los alelos del MHC de clase Il de ser humano
y utilizando la TCEDTM (Base de datos de Epitopos de Linfocitos T) de epitopos de linfocitos T relacionados con la
secuencia de anticuerpos conocidos (Antitope Ltd., Cambridge, RU). Se descartaron los segmentos de secuencia en
donde se identificaron péptidos que se unen al MHC de clase Il que no es de ser humano significativos o que puntuaron
aciertos significativos frente al TCED™. Esto dio como resultado un conjunto reducido de segmentos y las
combinaciones de estos se analizaron otra vez, como anteriormente, para asegurar que las uniones entre segmentos
no contenian posibles epitopos de linfocitos T. Después se combinaron los segmentos seleccionados para producir
secuencias de regiones variables de la cadena pesada y ligera para la sintesis. Para cada anticuerpo se construyeron
cinco cadenas pesadas y tres cadenas ligeras, con las secuencias que se detallan en las FIG. 41A-E y 42A-C (para
KFCC-GY5)y las FIG. 43A-E y 44A-C (para KFCC-GY4) y los alineamientos de secuencia que se detallan en las FIG.
45y 46.

Construccion, expresion y purificacion de los anticuerpos variantes

Se sintetizaron los genes de las regiones VH y VK del anticuerpo de ser humano de variante 1 inicial para KFCC-GY4
y KFCC-GY5 utilizando una serie de oligonucledtidos solapantes que se aparearon, ligaron y amplificaron por PCR
para proporcionar regiones V sintéticas de longitud completa. Las posteriores variantes de secuencia de anticuerpo
de ser humano se construyeron utilizando oligonucleétidos solapantes largos y PCR, utilizando la variante 1 inicial
como molde. Después, se clonaron las variantes ensambladas de forma directa en el sistema de vector de expresion
pANT (Antitope, Ltd., Cambridge, RU) para las cadenas pesadas y las cadenas ligeras kappa de IgG4. Todas las
combinaciones de cadenas pesadas y ligeras combinadas (es decir, un total de 15 emparejamientos) se transfectaron
de forma estable en células NSO a través de electroporacion y se seleccionaron utilizando metotrexato 200 nM (Sigma
n.° de catalogo M8407-500MG). Se analizaron los niveles de expresion de IgG de las colonias resistentes a
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metotrexato para cada construccion y las lineas con la mejor expresion se seleccionaron y congelaron en nitrégeno
liquido. Las variantes de IgG4 para KFCC-GY4 y KFCC-GY5 se purificaron de sobrenadantes de cultivo celular en una
columna de sefarosa de Proteina A (GE Healthcare n.° de Catalogo 110034-93) y se cuantificaron por la DO a 280 nm
utilizando un coeficiente de extincion, Ec(0,1 %), a base de la secuencia de aminoacidos predicha (Tabla 9). Se
purificaron mas de 2 mg de anticuerpo y se analizé mediante SDS-PAGE (las FIG. 47A,B). Se observaron bandas que
correspondian a los tamafos predichos para las cadenas pesada y ligera, sin evidencia de contaminacion.

Tabla 9: Valores de Ec(0,1 %) para las variantes de los anticuerpos KFCC-GY4 y KFCC-GY5

Variante Ec(o,1 %
Quimera de GY4 1,48
Variantes de GY4 (todas) 1,49
Quimera de GY5 1,33
Variantes de GY5 VH4/VK2 1,33
VH5/VK2
Variantes de GY5 VH4/VK3 1,35
VH5/VK3

Ademas, se transfectaron de forma transitoria células CHO-K1 utilizando Lipofectamine 2000 (Invitrogen n.° 11668-
019). 72 horas después de la transfeccion se recogieron los medios celulares para la purificacion de anticuerpo.
Brevemente, se purificaron de sobrenadantes de cultivo celular las variantes del anticuerpo IgG4 de ser humano de
las infecciones transitorias en una columna de sefarosa de Proteina A (Sigma n.° de Catalogo P3391-1.5G) y se
cuantificaron utilizando un ELISA de captura de Fc/deteccion de cadena kappa (Sigma n.° de Catalogo 16260 y A7164)
frente a un patrén de IgG4 de ser humano/kappa (Sigma n.° de catalogo 14639). Una observacion general fue que el
numero de clones de NSO que expresaban era significativamente inferior para los clones del linaje KFCC-GY4 cuando
se comparaba con los clones del linaje KFCC-GY5. Ademas, también se observd que las producciones estable y
transitoria fueron inferiores para los clones del linaje KFCC-GY4 en comparacion con KFCC-GY5. En algunos casos,
las producciones transitorias de los linajes de KFCC-GY4 no fueron suficientes para permitir la caracterizacion
completa de las variantes y, asi, todos los analisis posteriores se llevaron a cabo utilizando material purificado de NSO
a partir de lineas celulares estables.

Unién de los anticuerpos variantes a la proteina PLVAP recombinante

La union de las variantes de los anticuerpos de ser humano KFCC-GY4 y KFCC-GY5 a PLVAP recombinante se
evalu6 en un ELISA de competicion. Se premezclaron una serie de diluciones de 30 ug/ml a 0,014 ug/mi
(concentracion final) del anticuerpo variante o del control, con una concentracion constante de KFCC-GY4 murino
biotinilado (concentracion final de 0,3 ug/ml) o se premezclaron de 10 yg/ml a 0,004 ug/ml (concentracion final) con
una concentracion constante de KFCC-GY5 murino biotinilado (concentracion final de 0,1 ug/ml,), antes de la
incubacién durante 1 hora a temperatura ambiente en una placa de microtitulacion de fondo plano de 96 pocillos
Immuno MaxiSorp de Nunc (Fisher n.° de Catalogo DIS-971-030J) prerrecubierta con “proteina P” recombinante diluida
1 pug/ml en PBS. La unién del Acm biotinilado se determind mediante la deteccién con estreptavidina-HRP y sustrato
TMB. Después de finalizar la reaccién con HCI 3 M, se midié la absorbancia a 450 nm en un lector de placa MRX TC
Il de Dynex Technologies y las curvas de union de los anticuerpos analizados se compararon frente a los patrones de
referencia de ratén.

Titulacion de la union de los anticuerpos monoclonales anti PLVAP combinados completamente humanizados y
quiméricos a PLVAP

Se recubrié cada pocillo de una placa de ELISA con 50 pl de proteina PLVAP recombinante 2,5 ug/ml en PBS.
Después del lavado y el bloqueo, cada pocillo se incubd con una concentracion distinta de anticuerpo monoclonal
humanizado (0,5 pg/ml a 0,0025 ug/ml) durante 60 minutos a temperatura ambiente. La union del anticuerpo a PLVAP
se midi6 utilizando anticuerpo monoclonal de ratén anti IgG4 de ser humano conjugado de fosfatasa alcalina (BD
Pharmingen) diluido 1000x

Resultados

Las cinco variantes principales de los anticuerpos 1gG4-GY4 y KFCC-GY4 murino tenian perfiles de union muy
similares (FIG. 48). En la Tabla 10 se muestran los valores de CI50 absolutos y los valores relativos con respecto al
Acm KFCC-GY4 para las cinco variantes principales. Todas las variantes principales mostradas estan dentro de dos
veces la del anticuerpo monoclonal murino original.

De forma similar, las cuatro variantes principales de los anticuerpos IgG4-GY5 y KFCC-GY5 murino tenian perfiles de
union muy similares (FIG. 49). En la Tabla 11 se muestran los valores de CI50 absolutos y los valores relativos con
respecto al Acm KFCC-GY5 para las cinco variantes principales. Todas las variantes principales mostradas estan
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dentro de dos veces la del anticuerpo monoclonal murino original.

Tabla 10: Valores de CI50 de la preparacion de las variantes de Composite Human Antibody™ KFCC-GY4

Anticuerpo Clso (ug/ml) Clso (proporcion en (éoYrE;)aracién conel Acm
Acm GY4 1,82 1

VH4/VK2 2,53 1,39

VH4/VK3 2,94 1,61

VH5/VK1 2,18 1,20

VH5/VK2 1,91 1,05

VH5/VK3 2,82 1,55

Las variantes de Composite Human Antibody™ de GY4 se purificaron a partir de sobrenadante de NSO transfectadas
de forma estable y se analizaron en un ensayo de competicion con el Acm KFCC-GY4 biotinilado. Se presentan los
valores de Clso y también estan normalizados frente a la union del Acm KFCC-GY4 de referencia.

Tabla 11: Valores de CI50 de las variantes de Composite Human AntibodyTM KFCC-GY5

Anticuerpo CI50 (pg/ml) | CI50 (proporcion en comparacion con el Acm GY5)
Acm GY5 0,38 1
VH4/VK2 0,56 1,47
VH4/VK3 0,43 1,13
VH5/VK2 0,60 1,58
VH5/VK3 0,41 1,08

Las variantes de Composite Human Antibody™ GY5 se purificaron a partir de sobrenadante de NSO transfectadas de
forma estable y se analizaron en un ensayo de competicién con Acm KFCC-GY5 biotinilado. Se presentan los valores
de Clso y también estan normalizados frente a la union del Acm KFCC-GY5 de referencia.

Los anticuerpos humanizados combinados obtenidos de los anticuerpos KFCC-GY4 y KFCC-GY5 fueron capaces de
unirse a la proteina PLVAP (FIG. 50). Los anticuerpos combinados completamente humanizados a partir de KFCC-
GY4 quimérico (CSR01) se unen peor que CSRO1 quimérico. Por el contrario, los anticuerpos combinados
completamente humanizados a partir de KFCC-GY5 quimérico (CSR02) se unen mas o menos igual de bien que
CSRO02 quimérico.

Para confirmar que los anticuerpos completamente humanizados a partir de KFCC-GY4 (CSR01) y KFCC-GY5
(CSR02) pueden unirse a PLVAP sin interferir con la union del otro, se realizé un inmunoensayo ligado a enzimas
(ELISA) in vitro para demostrar que algunos de los anticuerpos combinados completamente humanizados a partir de
CSRO01 y CSRO02 eran efectivamente aditivos en la unién a PLVAP (FIG. 30).

La union de los anticuerpos humanizados a las proteinas PLVAP expresadas en células endoteliales vasculares de
cordén umbilical humano se evaluaron mediante estudios de inmunofluorescencia. Todos los anticuerpos
humanizados analizados en estos estudios tuvieron la capacidad de unirse a células endoteliales (las FIG. 51A-C,
52A-G y 53A-E). Estos resultados indican que los anticuerpos humanizados que se unen a estos dos epitopos pueden
utilizarse como agentes terapéuticos o diagndsticos de forma independiente, o juntos por su efecto aditivo, si se
necesita.

En resumen, los resultados del estudio descrito en los Ejemplos en el presente documento demuestran que pueden
desarrollarse anticuerpos monoclonales murinos frente a dos epitopos antigénicos bien definidos distintos en el
dominio extracelular de la proteina PLVAP humana. Se han identificado las secuencias de aminoacidos de estos dos
epitopos. La unidn de estos anticuerpos a los dos epitopos identificados en PLVAP no interfiere con la del otro y puede
ser aditiva. Por lo tanto, estos anticuerpos y los anticuerpos obtenidos de ellos pueden utilizarse como agentes
terapéuticos o diagnosticos de forma individual o juntos por su efecto aditivo, si se necesita. Se han identificado las
CDR responsables de la unién antigénica. Esta informacion se ha utilizado de forma satisfactoria para humanizar los
anticuerpos monoclonales murinos anti PLVAP para el tratamiento del cancer de higado en sujetos humanos y como
para reducir la antigenicidad.

Ejemplo 9: Desarrollo de un ensayo de diagndstico para la deteccion de los concentraciones de PLVAP en
suero

Materiales y procedimientos

35



10

15

20

25

30

ES 2 732 504 T3

ELISA de PLVAP

1. Cada pocillo de una placa de ELISA se recubrié con 50 pyl de Acm KFCC-GY4 a 5 yg/ml durante una noche. El
anticuerpo se prepar6 en tampén PBS 1x que contenia azida de sodio al 0,02 %.

2. Después de lavar tres veces cada pocillo con 200 ul de tampon de lavado (PBS que contenia Tween-20 al
0,05 %), cada pocillo se bloque6 con 200 pl de tampdn de bloqueo (tampdn de lavado que contenia seroalbimina
bovina al 2 %) durante 30 minutos a temperatura ambiente.

3. Después del bloqueo los pocillos se lavaron tres veces.

4. Se afiadieron 50 pl de los patrones de PLVAP y de las muestras de suero diluido a los pocillos designados por
duplicado, y se incubd durante 60 minutos a temperatura ambiente. Los patrones y las muestras de suero se
diluyeron en tampoén de bloqueo.

5. Los pocillos se lavaron tres veces y se afiadieron 50 pl de Acm KFCC-GY5 biotinilado a 0,25 pg/ml.

6. Después de la incubacién durante 30 minutos todos los pocillos se lavaron tres veces.

7. Se afiadieron a cada pocillo 50 pl de estreptavidina-peroxidasa de rabano picante (Pierce, Inc, n.° de catalogo:
N100) diluido 2500x y se incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente.

8. Después de tres lavados se anadieron 100 pl de sustrato OPD preparado de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (Sigma, Inc. n.° de catalogo: P-6787) y se incubd durante una duracién 6ptima de tiempo

9. La incubacion se finalizé afiadiendo 50 ul de H2SO4 0,18 M.

10. Las mediciones de DO se tomaron a 570 nm.

Resultados

Los anticuerpos monoclonales anti PLVAP humana KFCC-GY4 y KFCC-GY5 murinos se utilizaron para establecer un
inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA) para medir la concentracion de la proteina de PLVAP en suero. Para capturar
la proteina PLVAP en suero se utilizé el anticuerpo KFCC-GY4 para recubrir una placa de ELISA y para detectar la
proteina PLVAP capturada por el anticuerpo KFCC-GY4 se utilizé el anticuerpo KFCC-GY5 biotinilado. Como patrén
de referencia se utilizo la proteina PLVAP recombinante. Como muestra la curva patron del ELISA de PLVAP (FIG.
54), la sensibilidad para este ensayo es de aproximadamente 50 ng/ml. Cuando se ensayaron dos muestras de suero
procedentes de dos pacientes de cancer de higado en dos diluciones (2x y 4x), ambas tenian concentraciones de
PLVAP medibles (450 ng/ml y 360 ng/ml) y eran comparables con la curva patrén. En el plasma de dos individuos
sanos no se detecté PLVAP medible. Por lo tanto, este ensayo puede utilizarse en aplicaciones diagnosticas para
ensayar las concentraciones de PLVAP en suero.
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REIVINDICACIONES

1. Un acido nucleico que codifica un anticuerpo humanizado o un fragmento de unién a antigeno del mismo, en el que
el anticuerpo se une a la proteina asociada a vesiculas de membrana plasmatica humana (PLVAPh) y comprende:

a) al menos una secuencia de aminoacidos de la cadena pesada seleccionada del grupo que consiste en la SEQ
ID NO: 74, SEQ ID NO: 76, SEQ ID NO: 78, SEQ ID NO: 80, SEQ ID NO: 82, SEQ ID NO: 84 y SEQ ID NO: 86; y
b) al menos una secuencia de aminoacidos de la cadena ligera kappa seleccionada del grupo que consiste en la
SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 88, SEQ ID NO: 90 y SEQ ID NO: 92.

2. El acido nucleico de la reivindicacion 1, en el que el acido nucleico codifica un dominio pesado variable que
comprende una secuencia de aminoacidos que comprende la SEQ ID NO: 76 u 86; y un dominio ligero variable que
comprende una secuencia de aminoacidos que comprende la SEQ ID NO: 72 0 92.

3. El acido nucleico de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en el que el acido nucleico esta aislado.
4. Un vector que comprende el acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

5. Una célula hospedadora que comprende el acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, o el
vector de la reivindicacion 4.

6. La célula hospedadora de la reivindicacion 5, en la que la célula esta aislada.

7. Un procedimiento de fabricacion de un anticuerpo humanizado o un fragmento de unién a antigeno del mismo, que
se une a la proteina asociada a vesiculas de membrana plasmatica humana (PLVAPh), que comprende cultivar la
célula hospedadora de la reivindicacion 5 o la reivindicacion 6 en condiciones para expresar el anticuerpo y aislar el
anticuerpo.
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Algoritmo péra la identificacién de genes de expresion diferencial extrema

Parejas de “tumor” y “tejido no tumoral adyacente”

v

Estudio de caracterizacion de expresion génica

Determinar el estado de “Presente frente a
ausente/marginal” de la expresién génica por
MAS 5.0 y dChip

Identificar los genes de expresion diferencial extrema entre
tejido tumoral y no tumoral adyacente emparejados

|
v

“Presente” en tumor “Ausente/marginal” en tumor
frente a frente a
“Ausente/marginal” en el tejido adyacente “Presente” en tejido adyacente
J/Fﬂtro de rigurosidad \LFiltro de rigurosidad
Genes especificos de tumor ' Genes especificos de tejido

normal o no tumoral

FIG. 1
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1 atgggcagcragccecatcateatcatcatcacageageggootyggtyg
M 6 &§ 8 H HE H H H H & 8 & L W
46 ccgcgcggcagccatatgaacgtgcacgtgagcacagagtccaac'
P R @ 8 H M N V HV § T E 8§ N
S1 ctgcaggccaccgagogccgagoogagyggectatacagtocagete
L ¢ A T E R R A E G L Y 8 Q@ L
136 ctagggctcacggcecctcocagoogaacttgaccaaggagctcaac
L ¢ L T A2 S Q & N L T X E L N
181 ttcaccaccogeogcecaagdgatgooatecatgcagatgtggetgaat
F T T R A X D A I M Q M W L N
226 gctogeegegaccetggacegeatcecaatgecagettocgoeagtge
A R R DL DR I N2 & F R Q C
271 cagggtgaccgggtcatctacacgascaatcagaggtacatgget
g G 0 R V I Y T N N ¢ R Y M 2
316 geccatcatcttgagtgagaagcaatgragagatcaattcaaggac
' I .I L §$ E K Q C R D Q F X D
261 atgaacaagagctgcgatgeccttgetettcatgetgaatecagaag
M ¥ ¥ & ¢ D A L L F M L N ¢ K
406 gtygaagacgciggaggtggagatagccaaggagaagaccatitge
v K T L B v E I &2 K B ¥ T I C
451 actaaggataacgasagcgtgctgctgaacaaacgegtggcggay
T ¥ D XK E &£ VvV L L N X R V A E |
495 gaacagctyggttgaatgcgtgaaaacococgggagotgcageaccaa
E Q L VvV B C V K TR E L Q H Q
541 gagcgcragetggeocaaggagcecaactgcaaaaggtgeaageocia
E R Q9 L A K E Q. L Q K V Q A L
58¢ tgcctgccectggacaaggacaagtitgagatggaccttogtaac
¢ L P L D K D K F E M D L R N
§21 ctgtggacggactccattatcccacgcagoctggacaacctgogt
L w R D & I I P R & L D N L G
676 tacaacctctaccatcccctggocotoggaattggectecatcecge
vV N LI ¥ B P L G & 2 L &2 5 I R
721 agagcctgegaccacatgoococagooteatgagotocaaggtggag
R A C D E M P 5 L M 5 85 K ¥V E
7€6 gagctggcccggagcctccgggcggatatégaacgcgtggcccgc
E L A 2 8 L R A D I E R V A& R
811 gagaactcagacctccaacgccagaagctggaagcccagcagggc
E N 2 D L ¢ R Q XK L E A Q Q G
856 ctgogggccagtcaggaggogaaacagaaggtygcagaaggagget
L R A & Q E A K ¢ X ¥ E K E 2
901 caggccogggaggccaagotoocaagotgaatgoctoocggoagacao
O A2 R E 2 ¥ L Q A E C S8 E ©Q T

FIG. 4A
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946 cagctagcgctggaggagaaggcggtgctgeggaaggaacgagac
_ Q L A L E E K A V L R XK E R D
991 asacctggccaaggagctggaagagaagaagadggaggcggageag
N L A ¥ BE L E E K K R E A E 9D
1036 ctroaggatggagctggceatcagaaactcagecectggacaccetge
L R M E L A I R N &5 A L D T C
1081 atcaagaccaagtcgcagocogatgatoocagtgtcaaggocoato
I XK T ¥ & ¢ P M M P V S R P M
1126 ggccctgtcoecccaacccocrageccategacccagetageetggag
G PV P N P QP I D P A S L E
1171 gagttcaagaggaagatcctggagtcccagaggcccecetgeagyge
E F K R XK I L 8 3 0 R P P A G
1216 atccectgtagecccecatceagtagetga
I P V A P S 8 G * (SEQ ID NC:2)

ggaggctccaggcctgaggaceaagggatggecccgacteggogat

ttgecoggaggatgcagggatatgctcacac {SEQ ID NO:1)

FI1G. 4B
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antes después

His-PLVAP
PLVAP
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FIG. 13C FIG. 13D
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Densidad optica a 405 nm
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25 Da 75 kDa-> |
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FIG. 19C FIG. 19D
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cggacgodgty
ccaltggagea
acctgcgéfa
tgctotteat
éécgccgagc
tgaccaadga
atgctcgeeog
tcatetacac
gagatcaatt
aggtgaagac
aaagcgtgcf
gggagctgea
tctgcetgeco
ccattateec
aattggcote
aggagetgge
toccaacgoca
aggtggagaa
cceagotagce
agcotggaagsa
cagcoctgga
tgggocooctgt
agatcctgga
gaggcteocayg
gatatgctca

atcagacsaac
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ggtgagcagg
cggagggtoe
cttcttecte
ggtetatgge
cgagggccta
gctcaacttco
cgacctggac
gaacaaﬁcag
caaggacatg
gctggaggty
gctgaacaaa
géaccaagag-
cotggacaay
acgcagcctyg
catcogecaga
coggagoote
gaagctggaa
ggaggctcag
getogaggay
éaagaagagg
cacctgceate
coccaacceo
greocagagg
gcoctgaggac
cagcgoooga

tcectgeatg

gacggtgcac
tacgctoggg
ttegtoteoc
aacgtgcacyg
tagcagLcagc
accacccgog
cgﬁatcaatg
aggtacatgg
aacaagagcet
gagataégca
cgegtggcgyg
cgzeagotog
gacaagtttg
gacasacctgg
gecetgegace
cgggcggata
goocagoagy
gccegggagg
aaggegdtge
gaggcégagc
aagaccaagt
cagcocatdy
cececctgeag
caagggatgy
cacaagococc

caaacoeota

cggacgygcgyg
cggggegeay
tcatccaatt
tgagcacaga
teetaggget
ccaaggatge
ccageottoog
ctgccatoat
gcgatgostt
agragaagac
aggaacagcet
ccaaggagca
agatggacct
gttacaacct
acatgeeocayg
tcgaacgcgt
gectgegage
ccaagoetoca
tgcggaagga
agcteoaggat
cgcagccgat
agccagetay
gcatecotgt
cceogactegyg
tececgeogee

gtaccctcte

FIG. 25A
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gatcgageaz
ctoreogggge
ccteateoate
gteccaacctg
cacggceteoe
catcatgcag.
ccagtgccag
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cccagagcags
accgtggtga
gtgcagatge
gcagcaacga
gatggcatca
acaacgacgc
tttctaccca
ccoacaggat
tteootggect
agecocattcac
cggegctgag
cectgeetgtg

aaaaadadaaz

acggecgegg
tggogtcacyg
agcacgtage
cgtcacgggc

cacagacggt

crtatagatat

attotcacet
ccecatocect
cocagocact
ctceogoteoct
ggtcacctgt
gccogttgas

aaaaaaaaasa

agatgacgtc
tggccatgta

acacagacat

catgtcgacy

gatgatgtca
ggcaccaaca
agtgtcacdaz
;ccgéacagc
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tétcgggagg
atgttggtgyg

aazaaaa

FIG. 25B
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acgraagoaa

gacgtcacga

ggggaactig

tcacacatat
cacacagaca
tcacatgeac

tecececgace

cctgggeooos

cagtgcetgg
tgtttocagg
ggagccactc

cacttaataa

cggegotgac
aéagatatag
gtatgacété
taatgtcaca
cagtgacaac
geatgoeott
ctggcacasy
agcacctcoc
accoggaggt
accococtegs
gcTtotoccer

atattagtasa

{EEQ ID NO:24)
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Tejido normal humano Mono cin. Mono rh.
. Positividad Positividad Positividad Positividad
Tejido normal paraPLVAP  para PLVAP para PLVAP para PLVAP
por GY4 por GY5 por GY4 o GY5 por GY4 o GY5
Médula 6sea - - - R
Cerebelo - - - -
Cerebro - - - -
Higado (excepto vasos pequefios del

espacio porta) i i ) )
Nervio (excepto tejido intersticial) - - - -
Ovario - - - -

Bazo — pulpa blanca - - - -
Musculo esquelético - +/-* - -
Testiculo +w +w - -
Paratiroides +w +w * **
Prostata + +w + +
Glandula salival + + + +
Rifion +w + + +
Corteza suprarrenal + + + +
Mama + + + +

Colon + + + +
Esofago + + + +
Corazén + + - -
Intestino + + + +
Pulmon + + + +w
Mesotelio + + + +
Pancreas + + + +
Hipofisis + + + +

Piel + + + +

Bazo — pulpa roja + + + +
Timo + + + +
Tiroides + + + +
Amigdala + + + +
Cuello uterino + + + +
Utero + + + +
Estémago + + + +

*: vasos pequefios + vasos grandes -

**: sin tejido paratiroide

Toda la positividad estaba restringida en las células endoteliales

FIG.26
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FIG. 27B

FIG. 27A

. 27D

FIG

L2710

FIG

FIG. 27F

69

FIG. 27E




ES 2 732 504 T3

27J
271

27H

FIG.
FIG
FIG

70

27G
271
27K

FIG
FIG

FIG




ES 2 732 504 T3

FIG. 27M FIG. 27N
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FIG. 27T

FIG. 27S

.27V

FIG

. 27U

FIG

27X

FIG
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FIG. 27Y
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FIG. 27F2

FIG. 27E2
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Tincién del gel por  Inmunotransferencia Inmunotransferencia  Inmunotransferencia con
azul de Coomassie con Acm GY4 con Acm GY5 Ac anti etiqueta de His

FIG.28A  FIG. 28B FIG. 28C FIG. 28D
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0,2

o 0,1 0,25 0,5

Acm GY4 biotinilado (ug/ml)

FIG. 29
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CSRO1-VHEVK2
CSRO2-VH5/VK3

CSR02-VH5/VK3+CSR01-VHS/VK2

DO a 450 nm

FIG. 30
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ELISA de competicion de GY4 — Muestra frente a IgG murino GY4 biotinilado
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ELISA de competicion de GY5— Muestra frente a IgG murino GY5 biotinilado
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Gel 2 GYS

Gel 1 GY4

FIG. 47B

FIG. 47A

130



ES 2 732 504 T3

ELISA de competicion de GY4 — Muestra frente a IgG murino GY4 biotinilado
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ELISA de competicion de GY5 — Muestra frente a IgG murina GY5 biotinilada
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FIG. 51A

FIG. 51B

FIG. 51C
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FIG. 52A FIG. 52B
FIG. 52C FIG. 52D
FIG. 52E

FIG. 52F

FIG. 562G
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FIG. 53A FIG. 53B
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FIG. 83E FIG. 53F
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