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

Antecedentes de la invencion

El carcinoma hepatocelular (HCC) es el tumor maligno primario mas frecuente del higado y es el quinto cancer mas
comun en los seres humanos en todo el mundo. EI HCC también es la cuarta causa principal de muerte relacionada
con 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 todo el mundo, y que un nimero similar de pacientes murié ese afio como
consecuencia de esta enfermedad.

La patogénesis de HCC se ha asociado con infecciones por el virus de la hepatitis cronica B (VHB) y el virus de la
hepatitis C (VHC), asi como afecciones inducidas por cirrosis del higado (Bruix J, y col. J Hepatol. 35: 421-430,
2001; Bruix J, y col. Cancer Cell 5: 215-219, 2004). Por consiguiente, la incidencia de HCC es mas alta en los paises
del este de Asia, como China, Hong Kong, Taiwan, Corea y Japén, donde las infecciones por VHB y el VHC son mas
frecuentes (Bruix J, y col. Cancer Cell. 5: 215-219, 2004; Haskell CM. Capitulo 46 Higado: Historia Natural,
Diagnéstico y Estadificacion en "Cancer Treatment" 52 edicion, W. B, Saunders Company, Philadelphia, editores:
Haskell CM y Berek JS). Sin embargo, la incidencia de HCC en los paises occidentales es cada vez mayor (Parkin
DM, y col. Int J Cancer 94; 153-156, 2001). Durante la ultima década en los Estados Unidos, el HCC presento el
segundo mayor aumento en la incidencia, y el mayor aumento en la tasa de mortalidad, de todos los canceres (Ann
Int Med 139: 817-823, 2003). Por tanto, en los Estados Unidos y en todo el mundo, el HCC es una causa importante
de mortalidad y morbilidad, y una importante carga econémica debido a los costes de hospital y la pérdida de trabajo
por personas con HCC.

El control exitoso de HCC requiere un diagnoéstico correcto de la enfermedad en una fase temprana de progresion de
la enfermedad. Sin embargo, distinguir los pequefios tumores de HCC de otras enfermedades hepaticas malignas o
no malignas, incluyendo tumores metastasicos, colangiocarcinoma, hiperplasia nodular focal, nédulos hepaticos
displasicos y regeneradores, usando las técnicas actuales, tales como estudios de imagen, biopsia con aguja gruesa
y/o aspiracion con aguja fina, ha demostrado ser un reto (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 por tratar terapéuticamente
HCC han tenido muy poco éxito (Bruix J, y col. J Hepatol 35: 421-430, 2001; Bruix J, y col. Cancer Cell. 5: 215-219,
2004; Haskell CM Capitulo 46 Higado: Historia Natural, Diagnostico y Estadificacion en "Cancer Treatment" 52
edicion, W. B, Saunders Company, Philadelphia, 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 afios de pacientes con HCC
en los Estados Unidos es soélo del 10,5%, que es la segunda en magnitud sélo para cancer de pancreas (ACS
Cancer Facts & Figures (2007)). Por tanto, existe una necesidad urgente de identificar un marcador mas fiable para
diferenciar HCC de ofras patologias hepaticas y facilitar la deteccion precoz de esta enfermedad. Ademas, existe
una necesidad urgente de desarrollar agentes terapéuticos nuevos y mas eficaces para el tratamiento de HCC.

El documento WO 03/024392 desvela que la vasculatura asociada al tumor en carcinomas hepatocelulares era
fuertemente positiva para hibridacion in situ de TAT215, correspondiente a la presente SEC ID N° 23.

Sumario de la invencién

La materia objeto de la invencion se define en las reivindicaciones adjuntas.

La invencion se refiere a un procedimiento para diagnosticar un carcinoma hepatocelular (HCC) en un sujeto (por
ejemplo, un ser humano), que comprende detectar el nivel de proteina PLVAP en una muestra del sujeto y
determinar que el nivel de la proteina PLVAP en la muestra estda aumentado respecto a un control. De acuerdo con
la invencién, un nivel aumentado de la proteina PLVAP en la muestra respecto al control es indicativo de la
presencia de HCC en el sujeto. Se usa un anticuerpo que se une especificamente a PLVAP para detectar el nivel de
una proteina PLVAP en una muestra del sujeto.

En oftra realizacién mas, la invencion se refiere a un procedimiento in vivo para detectar HCC en un sujeto (por
ejemplo, un ser humano), que comprende administrar un anticuerpo marcado con radioisétopo que se une
especificamente a PLVAP por inyeccion intra-arterial o intravenosa, obtener una imagen del higado del sujeto y
detectar la acumulacién del anticuerpo en el higado del sujeto. De acuerdo con la invencion, la deteccion de la
acumulacion del anticuerpo en el higado es indicativa de HCC en el sujeto.

Breve descripcion de los dibujos

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

La FIG. 2 es un grafico que representa intensidades de expresion de genes PLVAP en muestras de tejido
hepatico HCC (PHCC) y no tumoral adyacente (PN) emparejadas (n = 18), asi como muestras de HCC no
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emparejadas (n = 82) determinadas por perfilado de transcritos de ARNm usando chips génicos Affymetrix.

La FIG. 3A es un grafico que representa las cantidades relativas de expresion de PLVAP en muestras de tejido
hepatico HCC (PHCC) y no tumoral adyacente (PN) emparejadas determinadas por RT-PCR cuantitativa
Tagman. Los niveles de ARNm de PLVAP son significativamente superiores en tejidos hepaticos HCC respecto a
no tumorales.

La FIG. 3B es un grafico que representa las intensidades de expresion de genes PLVAP en 18 muestras de
tejido hepatico HCC (PHCC) y no tumoral adyacente (PN) emparejadas determinadas por analisis de
microseries. Los niveles de transcrito de PLVAP fueron mayores en tejido hepatico HCC que en el no tumoral
adyacente de cada individuo para todos los individuos estudiados, excepto uno.

Las FIG. 4A y 4B muestran la secuencia de nucleétidos (SEC ID N° 1) y la secuencia de aminoacidos deducida
(SEC ID N° 2) de la proteina de fusion recombinante PLVAPs4.442 humana marcada con His usada para generar
antisueros policlonales de raton anti-PLVAP.

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

La FIG. 6A es un grafico que representa la presencia de cantidades relativas significativas de ARNm de PLVAP
en células endoteliales HCC obtenidas por microdiseccion de captura laser de dos muestras de tejido HCC
(muestra A (negro) y muestra B (gris)) determinadas por RT-PCR cuantitativa en tiempo real de dos etapas. Las
lineas discontinuas representan sefales de RT-PCR cuantitativa Tagman de ARNm de beta-actina en las
mismas muestras usadas para RT-PCR cuantitativa de ARNm de PLVAP. Los resultados indican la presencia de
ARNm de PLVAP facilmente medible en las células endoteliales diseccionadas (lineas continuas).

La FIG. 6B es un grafico que representa la ausencia de cantidades relativas significativas de ARNm de PLVAP
en células obtenidas por microdiseccion de captura laser de tejido hepatico no tumoral adyacente a tejido HCC
en dos muestras de HCC (muestra A (negro) y muestra B (gris)) determinadas por RT-PCR cuantitativa en
tiempo real Tagman de dos etapas. Los resultados indican que no hay ARNm de PLVAP detectable (linea
continua negra) y apenas detectable (linea gris continua) en las células diseccionadas.

La FIG. 6C es un grafico que representa las cantidades relativas de ARNm de PLVAP en células tumorales HCC
obtenidas por microdiseccion de captura laser de dos muestras de tejido HCC (muestra A (negro) y muestra B
(gris)) determinadas 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 HCC
diseccionadas debido a la inevitable contaminaciéon minoritaria de la parte de células endoteliales vasculares
unidas a las células HCC diseccionadas.

La FIG. 7 es un grafico que representa el titulo de anticuerpos anti-PLVAP en antisuero de ratén producido
contra proteina PLVAPs1442 recombinante determinado por ELISA.

Las FIG. 8A-8F son imagenes que muestran secciones de tejidos hepaticos HCC (FIG. 8A, 8C, 8E) y no
tumorales adyacentes (FIG. 8B, 8D, 8F) emparejados fijado en formalina de tres pacientes con carcinoma
hepatocelular que se tifieron inmunohistoquimicamente usando antisueros policlonales anti-PLVAP para detectar
la localizacién de la proteina PLVAP. Los tejidos emparejados se muestran en las FIG. 8A, 8B; las FIG. 8C, 8D; y
las FIG. 8E, 8F. La proteina PLVAP, que aparece como una mancha marrén (flechas) en las imagenes de HCC,
se detecto solo en las células endoteliales capilares de carcinomas hepatocelulares (FIG. 8A, 8C, 8E). No estuvo
presente HCC detectable en tejido hepatico no tumoral (FIG. 8B, 8D, 8F).

Las FIG. 9A-9F son imagenes que muestran secciones de tejidos hepaticos HCC (FIG. 9A, 9C, 9E, 9F) y no
tumorales (FIG. 9B, 9D) fijados en formalina de tres pacientes adicionales con carcinoma hepatocelular que se
tineron inmunohistoquimicamente usando antisueros policlonales anti-PLVAP para detectar la localizacion de la
proteina PLVAP. Las FIG. 9A, 9B y las FIG. 9C, 9D muestran muestras tisulares emparejadas de tejido hepatico
HCC y no tumoral adyacente. La proteina PLVAP, que aparece como una mancha marrén (flechas) en las
imagenes de HCC, se detecto sélo en las células endoteliales capilares de carcinomas hepatocelulares (FIG. 9A,
9C, 9E, 9F). No estuvo presente HCC detectable en tejido hepatico no tumoral (FIG. 9B, 9D).

Las FIG. 10A-10F son imagenes que muestran secciones de tejidos de hiperplasia nodular focal fijados en
formalina de seis pacientes diferentes que se tifieron inmunohistoquimicamente usando antisueros policlonales
anti-PLVAP para detectar la localizacion de la proteina PLVAP. La proteina PLVAP no se detectd en células
endoteliales que revisten los sinusoides/capilares vasculares de tejidos hepaticos no tumorales de hiperplasia
nodular focal. Se observé algo de tincion positiva (marrén) en células epiteliales de los conductos biliares (Fig.
10A, 10D y 10F) y los vasos de los espacios porta (Fig. 10D y 10F), pero no en las células endoteliales del
parénquima hepatico. La tincién positiva de las células epiteliales del conducto biliar se debia a la unién de
anticuerpos no especificos en el antisuero contra PLVAP.

Las FIG. 11A y 11B son imagenes que muestran secciones de tejido fijado en formalina de dos pacientes con
hemangioma hepatico que se tifieron inmunohistoquimicamente con antisuero policlonal anti-PLVAP. Las células
de revestimiento endotelial de hemangioma hepatico no mostraron expresion significativa de proteina PLVAP.
Las FIG. 12A y 12B son imagenes que muestran secciones de tejido fijado en formalina de dos pacientes con
hepatitis B cronica activa que se tifieron inmunohistoquimicamente con antisuero policlonal anti-PLVAP. No se
detectd proteina PLVAP en las células endoteliales que revisten los sinusoides/capilares vasculares de los
tejidos hepaticos no tumorales de pacientes con hepatitis B cronica.

Las FIG. 13A-13D son imagenes que muestran secciones de tejido fijado en formalina de tres pacientes
diferentes con hepatitis C crénica activa que se tifieron inmunohistoquimicamente con antisuero policlonal anti-
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PLVAP. Las secciones tisulares mostradas en las FIG. 13B y 13D son del mismo paciente. No se detectd
proteina PLVAP en las células endoteliales que revisten los vasculares/capilares sinusoides de los tejidos
hepaticos no tumorales de pacientes con hepatitis C crénica.

Las FIG. 14A-14D son imagenes que muestran secciones de tejido fijado en formalina de tres pacientes
diferentes con cancer de higado metastasico que se tifieron inmunohistoquimicamente con antisuero policlonal
anti-PLVAP. Las secciones tisulares son de pacientes con adenocarcinoma colorrectal metastasico (FIG. 14A),
colangiocarcinoma intrahepatico (FIG. 14B y 14C) o carcinoma de ovario metastasico (FIG. 14D). Las secciones
tisulares mostradas en las FIG. 14B y 14C son del mismo paciente. No se detecto proteina PLVAP en las células
endoteliales que revistes los sinusoides/capilar vasculares de los tejidos de cancer metastasico.

La FIG. 15A muestra las secuencias génica de nucledtidos (parte superior) (SEC ID N° 3) y deducida de
aminoacidos (medio) (SEC ID N° 4) del dominio Vy del anticuerpo monoclonal KFCC-GY4. La secuencia de
restos de aminoacido en las CDR 1 (SEC ID N° 5), 2 (SEC ID N° 6) y 3 (SEC ID N° 7) también estan indicadas
(parte inferior).

La FIG. 15B muestra las secuencias génica de nucledtidos (parte superior) (SEC ID N° 8) y deducida de
aminoacidos (medio) (SEC ID N° 9) del dominio V. del anticuerpo monoclonal KFCC-GY4. La secuencia de
restos de aminoacido en las CDR 1 (SEC ID N° 10), 2 (SEC ID N° 11) y 3 (SEC ID N° 12) también estan
indicadas (parte inferior).

La FIG. 16A muestra las secuencias génica de nucledtidos (parte superior) (SEC ID N° 13) y deducida de
aminoacidos (medio) (SEC ID N° 14) del dominio Vy del anticuerpo monoclonal KFCC-GY5. La secuencia de
restos de aminoacido en las CDR 1 (SEC ID N° 15), 2 (SEC ID N° 16) y 3 (SEC ID N° 17) también estan
indicadas (parte inferior).

La FIG. 16B muestra las secuencias génica de nucledtidos (parte superior) (SEC ID N° 18) y deducida de
aminoacidos (medio) (SEC ID N° 19) del dominio V. del anticuerpo monoclonal KFCC-GY5. La secuencia de
restos de aminoacido en las CDR 1 (SEC ID N° 20), 2 (SEC ID N° 21) y 3 (SEC ID N° 22) también estan
indicadas (parte inferior).

La FIG. 17 es un grafico que representa la unién de los anticuerpos monoclonales KFCC-GY4 (circulos abiertos)
y KFCC-GY5 (circulos rellenos) a la proteina PLVAP recombinante a diversas concentraciones de anticuerpo,
determinada por ELISA.

La FIG. 18 es una inmunotransferencia que muestra que los anticuerpos monoclonales KFCC-GY4 y KFCC-GY5
pueden detectar 5 ng de proteina PLVAP recombinante. Carril 1: patrén 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 45 kDa.

Las FIG. 19A y 19C son geles de SDS acrilamida tefiidos de azul de Coomassie. Carril 1: patron de peso
molecular; Carril 2: proteinas hidréfobas de membrana extraidas con TX-114 de células del endotelio vascular de
cordén umbilical humano que se habian 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 sonded
con anticuerpos monoclonales KFCC-GY4. Carril 1: patron de peso molecular; Carril 2: proteinas hidréfobas de
membrana extraidas con TX-114 de células del endotelio vascular de cordén umbilical humano que se habian
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 sonded
con anticuerpos monoclonales KFCC-GY-5. Carril 1: patrén de peso molecular; Carril 2: proteinas hidréfobas de
membrana extraidas con TX-114 de células del endotelio vascular de cordén umbilical humano que se habian
estimulado con VEGF (40 ng/ml) durante 72 horas antes de la extraccion.

La FIG. 20A es una micrografia de fluorescencia que muestra la tincion de inmunofluorescencia de células
endoteliales vasculares humanas (HUVEC) con el IgG de ratén normal de control. Los nucleos se tifieron con
4' 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI). Aumento = 600x.

La FIG. 20B es una micrografia de fluorescencia que muestra la tincion de inmunofluorescencia de células
endoteliales vasculares humanas (HUVEC) con anticuerpo monoclonal contra el factor de von Willebrand (VWF).
VWF es un marcador positivo para las células endoteliales vasculares humanas. Los nucleos se tifieron con 4',6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI). Aumento = 600x.

La FIG. 20C es una micrografia de fluorescencia que muestra la tincion de inmunofluorescencia de células
endoteliales vasculares humanas (HUVEC) con anticuerpo monoclonal KFCC-GY4 contra PLVAP. Los
anticuerpos monoclonales KFCC-GY4 anti-PLVAP reaccionaron positivamente con células endoteliales
vasculares humanas. Los nucleos se tifieron con 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI). Aumento = 600x.

La FIG. 20D es una micrografia de fluorescencia que muestra la tincion de inmunofluorescencia de células
endoteliales vasculares humanas (HUVEC) con anticuerpo monoclonal KFCC-GY5 contra PLVAP. Los
anticuerpos monoclonales KFCC-GY5 anti-PLVAP reaccionaron positivamente con células endoteliales
vasculares humanas. Los nucleos se tifieron con 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI). Aumento = 600x.

La FIG. 21A es una micrografia dptica de una seccion de tejido de hepatoma fijado en formalina incrustado en un
blogue de parafina, que se tifid con anticuerpos monoclonales KFCC-GY5 anti-PLVAP. Se detectd una potente
sefial PLVAP (mancha gris oscuro) en células endoteliales vasculares de hepatoma. El aumento es 100X.

La FIG. 21B es una micrografia 6ptica de una seccion de tejido de hepatoma fijado en formalina del mismo
paciente que la muestra mostrada en la FIG. 21A, que se tifd con anticuerpos monoclonales KFCC-GY4 anti-
PLVAP. Se detectd una sefial moderada PLVAP (mancha gris claro) en células endoteliales vasculares de
hepatoma. El aumento es 100X.
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La FIG. 21C es una micrografia optica de una seccion de tejido de hepatoma fijado en formalina de un paciente
diferente de las muestras mostradas en las FIG. 21A y 21B, que se tifié con anticuerpos monoclonales KFCC-
GY5 anti-PLVAP. Se detectd una potente sefial PLVAP (mancha gris oscuro) en células endoteliales vasculares.
El aumento es 100X.

La FIG. 21D es una micrografia optica de una seccion de tejido de hepatoma fijado en formalina del mismo
paciente que la muestra mostrada en la FIG. 21C incrustado en un bloque de parafina, que se tifid con
anticuerpos monoclonales KFCC-GY4 anti-PLVAP. Se detecté una sefial moderada PLVAP (mancha gris claro)
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 100X.

Las FIG. 22A-H son micrografias 6pticas de secciones de tejidos de hepatoma (FIG. 22A, 22C, 22E y 22G) y
tejidos hepaticos no tumorales adyacentes (FIG. 22B, 22D, 22F y 22H) de cuatro pacientes diferentes de
hepatoma seleccionados aleatoriamente. Las secciones se tifieron con anticuerpos monoclonales KFCC-GY5
anti-PLVAP. Se detect6 sefial PLVAP (mancha gris) en células endoteliales vasculares del tejido de hepatoma,
pero no en células endoteliales vasculares de tejido hepatico no tumoral. El aumento es 100X. Las FIG. 22A y
22B, 22Cy 22D, 22E y 22F, y 22G y 22H representan los cuatro conjuntos de tejidos hepaticos de hepatoma y
no tumorales emparejados.

La FIG. 23A es una micrografia de fluorescencia que muestra células endoteliales vasculares humanas (HUVEC)
que se tifieron con IgG de raton de control. Los nucleos se tifieron con 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI).

La FIG. 23B es una micrografia de fluorescencia que muestra células endoteliales vasculares humanas (HUVEC)
que se tifieron con anticuerpo monoclonal KFCC-GY4 contra PLVAP. Los anticuerpos monoclonales KFCC-GY4
anti-PLVAP reaccionaron positivamente con las superficies de las células endoteliales vasculares humanas. Los
nucleos se tifieron con 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI).

La FIG. 23C es una micrografia de fluorescencia que muestra células endoteliales vasculares humanas (HUVEC)
que se tifieron con anticuerpo monoclonal KFCC-GY5 contra PLVAP. Los anticuerpos monoclonales KFCC-GY5
anti-PLVAP reaccionaron positivamente con las superficies de las células endoteliales vasculares humanas. Los
nucleos se tifieron con 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI).

La FIG. 24 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina PLVAP humana (N° de acceso a GenBank
NP_112600; SEC ID N° 23).

Las FIG. 25A y 25B muestran la secuencia de nucleétidos del ADNc de PLVAP humana de longitud completa (n°
de acceso a GenBank NM_031310; SEC ID N° 24).

Descripcion detallada de la invenciéon

Definiciones

Como se usa en el presente documento, la expresiones "proteina asociada a vesiculas de plasmalema", "PLVAP" y
"PV-1" se refieren a una proteina PLVAP de origen natural o endoégena (por ejemplo, de mamifero, humana), y a
proteinas que tienen una secuencia de aminoacidos que es igual o sustancialmente igual que la proteina PLVAP de
origen natural o enddgena (por ejemplo, proteinas recombinantes, proteinas sintéticas). Por consiguiente, la
expresiones "proteina asociada a vesiculas de plasmalema", "PLVAP" y "PV-1", que se usan de manera
intercambiable en el presente documento, incluyen variantes polimoérficas o alélicas y otras isoformas de una
proteina PLVAP producida por, por ejemplo, corte y ayuste alternativo u otros procesos celulares, que ocurren de
forma natural en mamiferos (por ejemplo, seres humanos). Preferentemente, la proteina PLVAP es una proteina
humana que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 23 (véase, n° de acceso a Genbank NP_112600 y
FIG. 24).

Como se define en el presente documento, un "antagonista de PLVAP" es un agente (por ejemplo, anticuerpo,
molécula pequefia, péptido, peptidomimético, acido nucleico) que, en una realizacion, inhibe (por ejemplo, reduce,
evita) una actividad de una proteina PLVAP; o, en otra realizacioén, inhibe (por ejemplo, reduce, evita) la expresion
de un gen PLVAP y/o el producto génico. Las actividades de una proteina PLVAP que pueden inhibirse por un
antagonista de la invencion incluyen, aunque sin limitacion, la formacion, crecimiento, vascularizacion y/o progresion
de un tumor de carcinoma hepatocelular. En una realizacién particular, el antagonista de PLVAP se une
especificamente a una proteina PLVAP de mamifero (por ejemplo, humana) e inhibe una actividad de la proteina
PLVAP.

Como se usa en el presente documento, "se une especificamente" se refiere a la uniéon de un agente (por ejemplo,
un anticuerpo) a un producto génico PLVAP (por ejemplo, ARN, proteina) con una afinidad (por ejemplo, una
afinidad de unién) que es al menos aproximadamente 5 veces, preferentemente al menos aproximadamente 10
veces, mayor que la afinidad con la que el antagonista de PLVAP se une a una proteina no PLVAP.

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

Como se usa 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. El término
"anticuerpo” abarca anticuerpos policlonales, monoclonales, humanos, quiméricos, humanizados, primatizados,
revestidos, y anticuerpos de cadena sencilla, asi como fragmentos de anticuerpos (por ejemplo, Fv, Fc, Fd, Fab,
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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 especificamente a un
epitopo (por ejemplo, Vu, Vuh, VL), ya sea independientemente o combinada con regiones variables de otro
anticuerpo (por ejemplo, un par Vu/V.).

El término "epitopo" se refiere a una unidad de estructura unida convencionalmente por un par Vy/VL de anticuerpo.
Un epitopo define el sitio de unién minimo para un anticuerpo y, por tanto, representa la diana de especificidad de un
anticuerpo.

La expresion "region determinante de complementariedad" o "CDR" se refiere a una regiéon hipervariable de una
region variable de anticuerpo de una cadena pesada o cadena ligera, que contiene secuencias de aminoacidos
capaces de unirse especificamente a una diana antigénica (por ejemplo, un epitopo). Una cadena pesada o ligera
tipica tendra tres CDR (CDR1, CDR2, CDR3), que representan la especificidad del anticuerpo por un epitopo
particular.

Como se define en el presente documento, la expresion "fragmento de union a antigeno" se refiere a una parte de un
anticuerpo que contiene una o mas CDR vy tiene afinidad por un determinante antigénico por si misma. Ejemplos no
limitantes incluyen fragmentos Fab, fragmentos F (ab)';, dimeros de cadena pesada-ligera, y estructuras de cadena
sencilla, tales como una cadena ligera completa o una cadena pesada completa.

Como se usa en el presente documento, el término "especificidad" se refiere a la capacidad de un anticuerpo de
unirse preferentemente a un epitopo, y no implica necesariamente alta afinidad.

El término "afinidad" se refiere a una medida de la fuerza de union entre un anticuerpo y un determinante antigénico.
La afinidad depende de varios factores, incluyendo la cercania de ajuste estereoquimico entre el anticuerpo y el
determinante antigénico, el tamafo de la zona de contacto entre ellos, y la distribucion de grupos cargados e
hidréfobos.

Como se usa en el presente documento, la expresion "constante de afinidad" o "K4" se refiere a una constante de
disociacion usada para medir la afinidad de un anticuerpo por un antigeno. Cuanto menor sea la constante de
afinidad, mayor sera la afinidad de la inmunoglobulina por el antigeno o determinante antigénico y viceversa. Dicha
constante se calcula facilmente a partir de las constantes de velocidad para las reacciones de asociacién-disociacion
medidas mediante metodologia cinética convencional para reacciones de anticuerpos.

Como se menciona 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 unién de un segundo polipéptido (por ejemplo,
anticuerpo). Por ejemplo, la unién puede inhibirse estéricamente, por ejemplo mediante bloqueo fisico de un dominio
de unién o por alteracion de la estructura o entorno de un dominio de unién de tal manera que su afinidad o avidez
por una diana se reduzca.

Como se usa 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
unido al grupo carboxilo de otro aminoacido por un enlace peptidico. Dichos péptidos son tipicamente de menos de
aproximadamente 100 restos de aminoacido de longitud y preferentemente son de aproximadamente 10,
aproximadamente 20, aproximadamente 30, aproximadamente 40 o aproximadamente 50 restos.

Como se usa en el presente documento, el término "peptidomimético” se refiere a moléculas que no son péptidos o
proteinas, pero que imitan aspectos de sus estructuras. Pueden prepararse antagonistas peptidomiméticos por
procedimientos quimicos convencionales (véase por ejemplo, Damewood J.R. "Peptide Mimetic Design with the Aid
of Computational Chemistry" en Reviews in Computational Biology, 2007, Vol. 9, pag. 1-80, John Wiley and Sons,
Inc., Nueva York, 1996; Kazmierski W.K., "Methods of Molecular Medicine: Peptidomimetic Protocols," Humana
Press, Nueva Jersey, 1999).

Las expresiones "carcinoma hepatocelular”, "HCC", y "hepatoma" se usan indistintamente en el presente documento
para referirse al cancer que surge de los hepatocitos, el principal tipo de células 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 provoca un beneficio terapéutico o profilactico
deseado al sujeto.

Como se define en el presente documento, una "cantidad terapéuticamente eficaz" es una cantidad suficiente para
conseguir el efecto terapéutico o profilactico deseado en las condiciones de administracion, tal como una cantidad
suficiente para inhibir (es decir, reducir, evitar) la formacién de tumores, el crecimiento tumoral (proliferacion,
tamafo), la vascularizacion del tumor y/o la progresion tumoral (invasion, metastasis) en el higado de un paciente
con HCC. La eficacia de una terapia (por ejemplo, la reduccion/eliminacion de un tumor y/o prevencion del
crecimiento del tumor) puede determinarse por cualquier procedimiento adecuado (por ejemplo, inmunohistoquimica



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2527072 T3

in situ, formacién de imagenes (ultrasonido, TC, RM, RMN), incorporacién de 3 H-timidina).

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

Como se usa 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, roedoras o murinas. Ejemplos de sujetos adecuados incluyen, aunque sin limitacion,
pacientes humanos que tienen o estan en riesgo de desarrollar, HCC. Ejemplos de grupos de alto riesgo para el
desarrollo de HCC incluyen individuos con infeccion crénica de hepatitis (hepatitis B, hepatitis C) e individuos que
tienen cirrosis del higado, o afecciones hepaticas relacionadas.

Los términos "prevenir”, "que previene" o "prevencion”, como se usa en el presente documento, significan reducir de
la probabilidad/posibilidad o riesgo de formacion o progresion de tumores HCC por un sujeto, retardar la aparicion de
una afeccion relacionada con HCC en el sujeto, disminuir de la gravedad de uno o mas sintomas de una afeccion
relacionada con HCC en el sujeto, o cualquier combinacion de los mismos. En general, el objeto de un régimen
preventivo muy probablemente se clasificara como "en riesgo", por ejemplo, el riesgo del sujeto de desarrollar HCC
es mayor que el riesgo de un individuo representado por la poblacién inicial relevante.

Como se usa en el presente documento, los términos "tratar", "que trata" o "tratamiento” significan contrarrestar una
afeccion médica (por ejemplo, una afeccion relacionada con HCC) en la medida en que la afeccion médica se
mejora de acuerdo un estandar clinicamente aceptable (por ejemplo, numero y/o tamafio reducido de tumores HCC
en el higado de un sujeto).

Como se usa en el presente documento, las expresiones "rigurosidad baja", "rigurosidad media", "rigurosidad alta" o
"condiciones de rigurosidad muy alta" describen condiciones para la hibridacion y lavado de acidos nucleicos.
Pueden encontrarse directrices para realizar de reacciones de hibridacion en Current Protocols in Molecular Biology,
John Wiley & Sons, Nueva York (1989), 6.3.1-6.3.6. Se describen procedimientos acuosos y no acuosos en esa
referencia y puede usarse cualquiera de ellos. Las condiciones de hibridacion especificas mencionadas en el
presente documento son las siguientes: (1) condiciones de hibridaciéon de rigurosidad baja en cloruro sédico/citrato
sédico (SSC) 6X a aproximadamente 45°C, seguido de dos lavados en SSC 0,2X, SDS al 0,1% al menos a 50°C (la
temperatura de los lavados puede aumentarse hasta 55°C para condiciones de rigurosidad baja); (2) condiciones de
hibridacion de rigurosidad media en SSC 6X a aproximadamente 45°C, seguido por uno o mas lavados en SSC
0,2X, SDS al 0,1% a 60°C; (3) condiciones de hibridacion de rigurosidad alta en SSC 6X a aproximadamente 45°C,
seguido por uno o mas lavados en SSC 0,2X, SDS al 0,1% a 65°C; y preferentemente (4) condiciones de hibridacion
de rigurosidad muy alta son fosfato sdédico 0,5 M, SDS al 7% a 65°C, seguido por uno o mas lavados en SSC 0,2X,
SDS al 1% a 65°C. Las condiciones de rigurosidad muy alta (4) son las condiciones preferidas y las que deben
usarse salvo que se especifique lo contrario.

Salvo que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen
el mismo significado que el habitualmente entendido por un especialista en la técnica (por ejemplo, en cultivo celular,
genética molecular, quimica de acidos nucleicos, técnicas de hibridacion y bioquimica). Se usan técnicas
convencionales para procedimientos moleculares, genéticos y bioquimicos (véase en lineas generales, Sambrook y
col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed. (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, N.Y. y Ausubel y col., Short Protocols in Molecular Biology (1999) 42 Ed, John Wiley & Sons, Inc.) y
procedimientos quimicos.

PLVAP

La proteina asociada a vesiculas de plasmalema (PLVAP), también conocida como PV1, es una glicoproteina de
membrana integral de tipo Il cuya expresion esta restringida a ciertas células endoteliales vasculares (Mol Cell Biol
15: 3.615-3630 (2004)). La PLVAP ha demostrado ser un componente estructural clave de los diafragmas
fenestrales y estomas de endotelios fenestrados /d. Ademas, la expresion de PLVAP es necesaria para la formacion
de diafragmas fenestrales endoteliales y puede estar implicada en la modulacién de la permeabilidad y el transporte
endotelial (Am J Physiol Heart Circ Physiol 286: H1347-1353, 2004). Se ha informado de la organizacion gendmica
del gen 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
esta significativamente elevada en tejidos de carcinoma hepatocelular en relacién con tejidos no tumorales
adyacentes en el higado de pacientes humanos con HCC. Ademas, los presentes inventores han determinado que
la proteina PLVAP se expresa principalmente en, y se localiza en, células endoteliales vasculares de los alrededores
o dentro de tumores HCC, pero no se expresa en, o se localiza en, células asociadas con otras patologias hepaticas.
Por consiguiente, la PLVAP representa una nueva diana para el diagnéstico y el tratamiento de HCC.
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Procedimientos de diagndstico y prondstico

La presente invencién abarca procedimientos de diagndstico y prondstico que comprenden evaluar la expresion de
PLVAP en una muestra (por ejemplo, biopsia de higado, muestra de aspiracion con aguja fina) de un sujeto
mamifero (por ejemplo, un sujeto mamifero que tiene un tumor en el higado). Para los procedimientos de diagnostico
de la invencidn, la expresion de PLVAP en la muestra, o la expresion aumentada de PLVAP en la muestra respecto
a un control adecuado, indica que el sujeto tiene HCC, y/o que el sujeto es un candidato para una terapia
antineoplasica usando un antagonista de PLVAP.

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

Las muestras adecuadas para estos procedimientos incluyen una muestra de tejido, una muestra de fluido biolégico,
una muestra de una o mas células (por ejemplo, una célula tumoral), y similares. Cualquier medio de muestreo de un
sujeto, por ejemplo, mediante extraccion de sangre, puncién lumbar, frotis de tejido o raspadura o biopsia de tejido
puede usarse para obtener una muestra. Por tanto, la muestra puede ser una muestra de biopsia (por ejemplo,
tumor, pdlipo, masa (sdlida, celular)), aspirado, frotis o0 muestra 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, una biopsia de tumor se puede obtener en una biopsia abierta, un
procedimiento en el cual se extirpa una masa entera (biopsia por escision) o parcial (biopsia por incisién) de un area
diana. Alternativamente, una muestra de tumor puede obtenerse a través de una biopsia percutanea, un
procedimiento realizado con un instrumento similar a una aguja a través de una pequefia incisiéon o puncioén (con o
sin la ayuda de un dispositivo de formacién de imagenes) para obtener células individuales o grupos de células (por
ejemplo, una aspiracion con aguja fina (FNA)) o un nucleo o fragmento de tejido (biopsia con aguja gruesa). Las
muestras de biopsia se pueden examinar citolégicamente (por ejemplo, frotis), histolégicamente (por ejemplo,
seccion congelada o de parafina) o usando cualquier otro procedimiento adecuado (por ejemplo, procedimientos de
diagndstico molecular). Una muestra de tumor también se puede obtener por recogida in vitro de células humanas
cultivadas derivadas de tejido de un individuo. Las muestras tumorales pueden, si se desea, almacenarse antes del
analisis por medios adecuados de almacenamiento que conservan las proteinas y/o acidos nucleicos de una
muestra en una condicién analizable, como la congelacion rapida, o un régimen de congelacion controlada. Si se
desea, la congelacion se puede realizar en presencia de un crioprotector, por ejemplo, sulféxido de dimetilo (DMSO),
glicerol o propanodiol-sacarosa. Las muestras tumorales se pueden combinar, segun corresponda, antes o después
de su almacenamiento con fines de andlisis. La muestra de tumor puede ser de un paciente que tiene un cancer de
higado, por ejemplo, carcinoma hepatocelular.

Los ensayos adecuados que pueden usarse para evaluar la presencia o cantidad de una PLVAP en una muestra
(por ejemplo, muestra bioldgica) son conocidos para los especialistas en la técnica. Los procedimientos para
detectar una proteina o péptido PLVAP incluyen procedimientos inmunolégicos e inmunoquimicos como citometria
de flujo (por ejemplo, analisis FACS), ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA), incluyendo ensayos
de quimioluminiscencia, radioinmunoensayo, inmunotransferencia (por ejemplo, transferencia de Western),
inmunohistoquimica (IHC), 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, se pueden usar anticuerpos contra PLVAP para determinar la presencia y/o el nivel de expresion de
PLVAP en una muestra directa o indirectamente usando, por ejemplo, inmunohistoquimica (IHC). Por ejemplo,
pueden tomarse secciones de parafina de una biopsia, fijarse en un portaobjetos y combinarse con uno o mas
anticuerpos por procedimientos adecuados. En una realizacién particular, la deteccién de la proteina PLVAP en
células endoteliales vasculares que rodean los hepatocitos en una muestra es indicativa de HCC.

Procedimientos para detectar la expresion génica de PLVAP incluyen amplificacién de acido nucleico de PLVAP y/o
visualizacion. Para detectar la expresion génica de PLVAP, puede aislarse un acido nucleico de un individuo por
procedimientos adecuados que son rutinarios en la técnica (véase, por ejemplo, Sambrook y col., 1989). El acido
nucleico aislado puede entonces amplificarse (por ejemplo, por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (por
ejemplo, PCR directa, PCR cuantitativa en tiempo real, PCR con transcriptasa inversa), reaccion en cadena de la
ligasa, replicacion de secuencia autosostenida, sistema de amplificacion transcripcional, replicasa Q-Beta, o
similares) y visualizarse (por ejemplo, por marcaje del acido nucleico durante la amplificacion, exposicion a
compuestos intercalantes/colorantes, sondas). El ARN de PLVAP (por ejemplo, ARNm) o la expresion del mismo
también puede detectarse usando una sonda de acido nucleico, por ejemplo, una sonda de acido nucleico marcada
(por ejemplo, hibridacion de fluorescencia in situ (FISH)) directamente en una seccion de parafina de una muestra
tisular tomada de, por ejemplo, una biopsia de tumor, o usando otros procedimientos adecuados. La expresion
génica de PLVAP de las mismas también puede evaluarse por transferencia de Southern o en solucion (por ejemplo,
colorantes, sondas). Ademas, puede usarse un chip génico, microserie, sonda (por ejemplo, puntos cuanticos) u otro
dispositivo similar (por ejemplo, sensor, nanonsensor/detector) para detectar la expresion y/o la expresion diferencial
de un gen PLVAP.
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Un carcinoma hepatocelular puede diagnosticarse detectando la expresion de una proteina PLVAP en una muestra
de un paciente. Por tanto, el procedimiento no requiere que la expresién 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 por los
procedimientos descritos en el presente documento u otros ensayos adecuados. En otra realizacién, un aumento en
la expresiéon de PLVAP puede determinarse por 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 similares, o un patrén
de referencia conocido o determinado adecuado. El patrén de referencia puede ser un intervalo o nivel de expresion
normal o normalizado tipico de expresion de una proteina PLVAP (por ejemplo, un patron de expresion). Por tanto,
el procedimiento no requiere que la expresion de la proteina se evalle en un control adecuado.

Anticuerpos contra PLVAP

Como se describe en el presente documento, los anticuerpos que se unen a PLVAP tienen utilidad en el diagnostico
y el tratamiento de HCC en sujetos humanos. Por ejemplo, pueden usarse anticuerpos que se unen especificamente
a PLVAP para detectar la presencia de PLVAP en células endoteliales capilares de carcinoma hepatocelular en
muestras de biopsias centrales o aspirados con aguja de higado por tincién inmunohistoquimica (IHC). Ademas, los
anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos humanizados, anticuerpos quiméricos) contra PLVAP pueden marcarse con
un indicador adecuado (por ejemplo, radiois6topo.) para la tomografia por emisién de inmuno-positrones (inmuno-
PET) (Clin Cancer Res 12: 1958-1960, 2006; Clin Cancer Res 12: 2133-2140, 2006) para determinar si una o mas
lesiones que ocupan espacio en el higado de un sujeto son carcinoma hepatocelular. Los anticuerpos anti-PLVAP
(por ejemplo, anticuerpos humanizados) también pueden marcarse con un agente citotoxico (radiactivo o no
radiactivo) con 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.
Philadelphia: Lippincott Wiliams & Wilkins; 2001:495-508; Levinson W, Jawetz E. Medical Microbiology &
Immunology. 42 ed. Stamford: Appleton & 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. Philadelphia: Lippincott Williams & Wilkins; 2001:850-82).

Por consiguiente, en una realizacién, la invencién proporciona un anticuerpo que se une (por ejemplo, se une
especificamente) a una proteina PLVAP (por ejemplo, una proteina PLVAP humana (SEC ID N° 23)). Los
anticuerpos que se unen especificamente a una proteina PLVAP pueden ser policlonales, monoclonales, humanos,
quiméricos, humanizados, primatizados, revestidos, y anticuerpos de cadena sencilla, asi como fragmentos de
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
especificamente a una proteina PLVAP pueden producirse, construirse, modificarse por ingenieria y/o aislarse por
procedimientos convencionales u otras técnicas adecuadas. Por ejemplo, pueden crearse anticuerpos que son
especificos para una proteina PLVAP contra un inmundgeno apropiado, tal como una proteina PLVAP de mamifero
(por ejemplo, humana) recombinante (por ejemplo, SEC ID N° 23) o una parte de la misma (por ejemplo, SEC ID N°
2) (incluyendo moléculas sintéticas, por ejemplo, péptidos sintéticos). Se ha descrito una diversidad de tales
procedimientos de inmunizacion (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 '94), Ausubel, F.M. y col.,
Eds., (John Wiley & Sons: Nueva York, NY), Capitulo 11, (1991)). Los anticuerpos también se pueden crear
inmunizando un huésped adecuado (por ejemplo, ratén) con células que expresan PLVAP (por ejemplo,
células/lineas celulares de cancer) o células modificadas por ingenieria 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° 5440.021).

En un momento apropiado después de la inmunizacién, por ejemplo, cuando los titulos de anticuerpos son mas
altos, pueden obtenerse células productoras de anticuerpos del animal inmunizado y usarse para preparar
anticuerpos monoclonales por técnicas convencionales, tales como la técnica de hibridoma descrita originalmente
por Kohler y Milstein (Nature 256: 495-497, 1975), la técnica de hibridoma de células B humanas (Kozbor y col.,
Immunol Today 4:72, 1983), la técnica de hibridoma de EBV (Cole y col., Monoclonal Antibodies and Cancer
Therapy, Alan. R. Liss, Inc., pag. 77-96, 1985) o técnicas de trioma. La tecnologia para producir hibridomas es bien
conocida (ver en lineas generales Current Protocols in Immunology, Coligan y col., (Eds.) John Wiley & Sons, Inc.,
Nueva York, NY, 1994). En resumen, se fusiona una linea celular inmortal (tipicamente un mieloma) a linfocitos
(tipicamente esplenocitos) de un mamifero inmunizado con un inmunégeno como se ha descrito anteriormente, y los
sobrenadantes de cultivo de las células de hibridoma resultantes se exploran para identificar un hibridoma que
produzca un anticuerpo monoclonal que se una a un polipéptido descrito en el presente documento.

Puede aplicarse cualquiera de los muchos protocolos bien conocidos usados para fusionar linfocitos y lineas
celulares inmortalizadas con el fin de generar un anticuerpo monoclonal contra un polipéptido de la invencion (véase,
por ejemplo, Current Protocols in Immunology, supra; Galfre y col., Nature, 266: 55052, 1977; RH Kenneth, en
Monoclonal Antibodies: A New Dimension In Biological Analyses, Plenum Publishing Corp., Nueva York, Nueva
York, 1980; y Lerner, Yale J. Biol. Med. 54:387-402, 1981). Ademas, los especialistas en la técnica apreciaran que
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hay muchas variaciones de dichos procedimientos que también serian utiles.

En una alternativa a la preparacién de hibridomas secretores de anticuerpos monoclonales, puede identificarse un
anticuerpo monoclonal contra una proteina PLVAP y aislarse por exploracion de una biblioteca de inmunoglobulinas
combinatoria recombinante (por ejemplo, una biblioteca de presentacién en fagos de anticuerpos) con el polipéptido
diana para aislar de ese modo miembros de la biblioteca de inmunoglobulinas que se unen al polipéptido. Estan
disponibles en el mercado kits para generar y explorar bibliotecas de presentacion en fagos (por ejemplo, el
Recombinant Phage Antibody System de Pharmacia, nimero de catalogo 27-9400-01; y el Phage Display Kit de
Stratagene SurfZAP™, n°® de catalogo 240612). Adicionalmente, pueden encontrarse ejemplos de procedimientos y
reactivos particularmente susceptibles para su uso en la generacion y exploracion de bibliotecas de presentacion de
anticuerpos 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 publicacion PCT N° WO 92/20791; la publicacion PCT N° WO 92/15679; la
publicacion PCT N° WO 93/01288; la publicacion 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.. Antibodies
Hybridomas 3: 81-85, 1992; Huse y col., Science 246: 1275-1.281,1989; y Griffiths y col., EMBO J. 12: 725-734,
1993.

Pueden producirse fragmentos de anticuerpos (por ejemplo, fragmentos de unidn a antigeno) por escision
enzimatica o por técnicas recombinantes. Por ejemplo, la escision con papaina o pepsina puede generar fragmentos
Fab o fragmentos F(ab'),, respectivamente. También pueden usarse otras proteasas con la especificidad de sustrato
necesaria para generar fragmentos Fab o fragmentos F(ab'),.

También pueden producirse anticuerpos en una diversidad de formas truncadas usando genes de anticuerpo en que
se ha introducido uno o mas codones de parada cadena arriba del sitio de parada natural. Por ejemplo, puede
disefiarse un gen quimérico que codifique una parte de cadena pesada F(ab'), para incluir secuencias de ADN que
codifiquen el dominio CH1 y la region bisagra de la cadena pesada.

También se abarcan anticuerpos de cadena sencilla, humanos, quiméricos, humanizados, primatizados (de CDR
injertadas), o revestidos que comprenden partes derivadas de diferentes especies, por la presente invencion y el
término "anticuerpo”. Las diversas partes de estos anticuerpos pueden unirse entre si quimicamente por técnicas
convencionales, o pueden prepararse como una proteina contigua usando técnicas de ingenieria genética. Por
ejemplo, pueden expresarse acidos nucleicos que codifican una cadena quimérica o 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), respecto a anticuerpos primatizados, y Ladner y col., patente de
Estados Unidos N° 4.946.778 y Bird, R.E. y col., Science, 242: 423-426 (1988)) respecto a anticuerpos de cadena
sencilla.

En una realizacién particular, la invencién se refiere a anticuerpos quiméricos que se unen especificamente a
PLVAP (por ejemplo, una proteina PLVAP humana que comprende la SEC ID N° 23). En una realizacion, el
anticuerpo quimeérico de la invencién comprende al menos una cadena pesada y al menos una cadena ligera (por
ejemplo, cadena ligera kappa) de IgG4 humana.

En ofra realizacion, la invencion se refiere a anticuerpos humanizados que se unen especificamente a PLVAP (por
ejemplo, una proteina PLVAP humana que comprende la SEC ID N° 23). Los anticuerpos humanizados pueden
producirse usando tecnologia de ADN sintético o recombinante, usando procedimientos convencionales u otras
técnicas adecuadas. Las secuencias de acido nucleico (por ejemplo, ADNc) que codifican regiones variables
humanizadas también pueden construirse usando procedimientos de mutagénesis por PCR para alterar las
secuencias de ADN que codifican una cadena humana o humanizada, tal como un molde de ADN de una regién
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)). Usando estos u otros procedimientos adecuados,
también pueden producirse facilmente variantes. En una realizaciéon, pueden mutarse regiones variables clonadas
(por ejemplo, dAb), y pueden seleccionarse las secuencias que codifican variantes con la especificidad deseada (por
ejemplo, a partir de una biblioteca de fagos; véase por ejemplo, Krebber y col.,, documento US 5.514.548;
Hoogenboom y col.,, documento WO 93/06213, publicado el 1 de abril 1993). También pueden producirse
anticuerpos humanizados por y/u obtenerse de fuentes comerciales incluyendo, por ejemplo, Antitope Limited
(Cambridge, RU).

Pueden usarse otros procedimientos adecuados de producir o aislar anticuerpos de la especificidad requerida,
incluyendo, por ejemplo, procedimientos que seleccionan un anticuerpo recombinante o fragmento de union de
anticuerpo (por ejemplo, dAb) de una biblioteca (por ejemplo, una biblioteca de presentacion en fagos), o que se
basan en la inmunizacion de animales transgénicos (por ejemplo, ratones). Los animales transgénicos capaces de
producir un repertorio de anticuerpos humanos son bien conocidos en la técnica (por ejemplo, XenoMouse®
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(Abgenix, Fremont, CA)) y se pueden producir usando procedimientos adecuados (véase por ejemplo, Jakobovits y
col., Proc. Natl. 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 usando procedimientos para
seleccionar y aislar anticuerpos especificos que son bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Paul (ed.),
Fundamental Immunology, Raven Press, 1993; Getzoff y col., Adv. in 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. Se puede utilizar una diversidad de ensayos para detectar anticuerpos que se unan especificamente
a proteinas PLVAP. Se describen ensayos ejemplares en detalle en Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow y Lane
(Eds.), Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1988. Ejemplos representativos de tales ensayos incluyen:
inmunoelectroforesis concurrente, radioinmunoensayo, radioinmunoprecipitacion, ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas (ELISA), dot blot o ensayos de transferencia de Western, ensayos de inhibicién o competicién, y ensayos
tipo sandwich.

Los anticuerpos de la invencién tienen una alta afinidad de unién por PLVAP. Dichos anticuerpos tendran una
afinidad (por ejemplo, afinidad de un|0n)7 por PLVAP, expresada como Kj, de al menos aproximadamente 10" M (por
ejemplo, aproxmadamente 04 X 107 M, aproxmadamente 06 X 107 M, o mayor, por ejemplo, al menos
aproximadamente 10® M, al menos aproximadamente 10° M, o al menos aproximadamente 10° %M. La afinidad de
union de un anticuerpo puede determinarla facilmente un especialista en la técnica, por ejemplo, por analisis de
Scatchard (Scatchard, G., Ann. NY Acad. Sci. 51: 660-672, 1949). La afinidad de unién también puede determinarse
usando un instrumento biosensor disponible en el mercado (BIACORE, Pharmacia Biosensor, Piscataway, N.J.), en
el que la proteina se inmoviliza sobre 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 determinacion de
tasas de asociacion y disociacion, a partir de las cuales se puede calcular la afinidad de union y la evaluacion de la
estequiometria de union.

Los anticuerpos de la presente invencion pueden incluir un marcador, tal como, por ejemplo, un marcador detectable
que permite la deteccion del anticuerpo, y las proteinas unidas por el anticuerpo (por ejemplo, PLVAP), en una
muestra bioldgica. Un marcador detectable es particularmente adecuado para aplicaciones de diagnéstico. Por
ejemplo, un anticuerpo PLVAP puede marcarse con un is6topo radiactivo (radiois6topo), que puede detectarse por
un especialista en la técnica usando un contador gamma, un contador de centelleo o por autorradiografia u otros
medios adecuados Los isétopos que son utiles para el ;)roposno de la presente invencion incluyen, aunque sin
limitacion: °H, "1, **", ¥p, 3°s, "¢, *'cr, *°Cl, *"Co, *® Fey "°Se.

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

Los anticuerpos de la presente invencion también pueden acoplarse a un compuesto quimioluminiscente. Ejemplos
de compuestos de marcaje quimioluminiscente utiles son luminol, isoluminol, éster de acridinio teromatico, imidazol,
sal de acridinio y éster de oxalato.

Asimismo, puede usase un compuesto bioluminiscente para marcar el anticuerpo de la presente invencién. La
bioluminiscencia es un tipo de quimioluminiscencia encontrada en sistemas bioldgicos en los que una proteina
catalitica aumenta la eficacia de la reaccién quimioluminiscente. La presencia de una proteina bioluminiscente se
determina detectando la presencia de luminiscencia. Compuestos bioluminiscentes utiles para propdsitos de marcaje
de anticuerpos son luciferina, luciferasa y aecuorina.

La deteccion de los anticuerpos marcados se puede conseguir mediante un contador de centelleo, por ejemplo, si el
marcador detectable es un emisor gamma radiactivo, o mediante un fluorémetro, por ejemplo, si el marcador es un
material fluorescente. En el caso de un marcador enzimatico, la deteccién puede conseguirse por procedimientos
colorimétricos que emplean un sustrato para la enzima. La deteccion también puede conseguirse por comparacion
visual del grado de la reaccién enzimatica de un sustrato con patrones preparados de manera similar.

Por consiguiente, los anticuerpos de la presente invencion también pueden usarse como tinte de secciones tisulares.
Por ejemplo, puede ponerse en contacto un anticuerpo marcado que se une a PLVAP con una muestra tisular, por
ejemplo, una biopsia tisular o aspirado con aguja fina de higado de un paciente. Esta seccion después se puede
lavar y detectase su marcador usando un medio apropiado.
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Con el propésito de tratar el HCC, los anticuerpos contra PLVAP de la invencion pueden incluir un radiomarcador u
otro agente terapéutico que potencie la destruccion de células que expresan PLVAP (por ejemplo, células
endoteliales vasculares que rodean células HCC). Ejemplos de marcadores radioisotopicos adecuados ara uso en
terapia contra HCC incluyen, aunque sin limitacion, 21, "*'1, %°y, ®’cu, 2'"Bi, 2""'At, 2"?Pb, *’Sc, "°Pd, ""In y ""®Re.
Opcionalmente, puede usarse un marcador que emita partlculas ayp tras bombardeo con radiacién de neutrones,
tales como boro, como marcador para anticuerpos terapéuticos contra PLVAP.

Los anticuerpos terapéuticos también pueden incluir un agente citotdxico que sea capaz de eliminar selectivamente
células que expresan PLVAP. Por ejemplo, pueden usarse toxinas bacterianas tales como toxina diftérica, o ricina.
Se muestran procedimientos para producir anticuerpos que comprenden el fragmento A de la toxina diftérica en la
patente de Estados Unidos N° 4.675.382 (1987). La toxina diftérica contiene dos cadenas polipeptidicas. La cadena
B de la toxina se une a un receptor sobre una superficie celular. La cadena A en realidad entra en el citoplasma e
inhibe la sintesis de proteinas inactivando el factor de elongacion 2, el factor que transloca los ribosomas a lo largo
del ARNm de forma concomitante con hidrdlisis de ETP. Véase Darnell, J. y col., en Molecular Cell Biology, Scientific
American Books, Inc., pagina 662 (1986). Alternativamente, puede prepararse un anticuerpo que comprende ricina,
una lectina téxica. Otros agentes citotoxicos adecuados son conocidos para los especialistas en la técnica.

Para deteccion in vivo, los anticuerpos contra PLVAP de la invencidon pueden conjugarse con radionuclidos
directamente o usando un grupo funcional intermediario. Un grupo intermediario que se usa a menudo para unir
radioisétopos, que existen como cationes metalicos, a anticuerpos es el acido dietilentriaminopentaacético (DTPA) o
acido tetraazacmlododecano tetraacetlco (DOTA) Ejemplos tipicos de cationes metalicos que se unen de esta
manera son *Tc, 2%, ""In, 1", ° Cu, “Gay ®Ga.

Ademas, los anticuerpos de la invencion pueden marcarse con un agente de formacion de imagenes de RMN, que
incluye atomos paramagnéticos. El uso de un agente de formacién de imagenes de RMN permite que el diagnostico
in vivo de la presencia de y el grado de HCC en un paC|ente usando técnicas de RMN. Elementos que son
particularmente Utiles de esta manera son "¥'Gd, **Mn, " Dy, “Cr, y *Fe.

Kits de diagnostico

La invencion también proporciona kits de diagnostico para detectar la presencia de un carcinoma hepatocelular en
un sujeto.

Los kits de la invencion incluyen un anticuerpo que se une especificamente a una proteina PLVAP (por ejemplo, una
proteina PLVAP humana). Dichos anticuerpos incluyen cualquiera de los anticuerpos contra PLVAP de la invencion
descritos en el presente documento. En una realizacion, el anticuerpo comprende un dominio Vy que tiene la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 4 y un dominio V. que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEC ID
N° 9. En otra realizacion, el anticuerpo comprende un dominio V4 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEC
ID N° 14 y un dominio V| que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 19.

Los agentes de diagndstico en los kits de la invencién pueden incluir uno o mas marcadores (por ejemplo,
marcadores detectables). Se conocen en la técnica numerosos marcadores adecuados para agentes de diagnostico
e incluyen, aunque sin limitacién, cualquiera de los marcadores descritos en el presente documento. En una
realizacion particular, el agente de diagnoéstico (por ejemplo, anticuerpo) incluye un radioisétopo, de modo que el
agente puede usarse para la tomografia por emisién de inmuno-positrones (inmuno-PET).

La presente invencion se ilustrara ahora mediante los siguientes Ejemplos, que no pretenden ser limitantes de
ninguna manera.

Ejemplificacion

Ejemplo 1: La expresion de PLVAP esta elevada en tejidos hepaticos HCC respecto a tejidos hepaticos no
HCC

Materiales y procedimientos:

Muestras tisulares

Se recogieron tejidos de higado HCC y no tumoral adyacente de muestras frescas retiradas quirdrgicamente de
pacientes humanos con fines terapéuticos. Estas muestras se recogieron bajo la supervision directa de patélogos
asistentes. Los tejidos recogidos se almacenan inmediatamente en nitrégeno liquido en el Banco de Tumores del
Koo Foundation Sun Yat-Sen Cancer Center (KF-SYSCC). Estuvieron disponibles muestras tisulares emparejadas
de dieciocho pacientes con HCC para el estudio. El estudio se aprobd por la Junta de Revision Institucional y se
obtuvo el consentimiento informado por escrito de todos los pacientes. Las caracteristicas clinicas de los dieciocho
pacientes con HCC de este estudio se resumen en la Tabla 1.
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Tabla 1: Datos clinicos para dieciocho pacientes con HCC de los que se obtuvieron muestras emparejadas de tejido
hepatico HCC y no tumorales adyacentes

Cason°| Sexo | Edad | HBsAg | HBsAb |IgGVHC | Fase TNM | AFP (ng/ml) | Diferenciacion
1 M 70 + - - 2 2 Moderada
2 M 75 - + + 4A 5 Buena

3 M 59 + - - 4A 1232 Moderada
4 F 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 Buena

16 M 44 + + - 2 350 Moderada
17 M 67 + - - 3A 51073 Moderada
18 M 34 + - - 4A 2331 Moderada

Perfilado de transcrito de ARNm

Se aisl6 el ARN total de tejidos congelados en nitrégeno liquido usando reactivos Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA).
El ARN aislado se purificé adicionalmente usando el kit RNAeasy Mini (Qiagen, Valencia, CA), y su calidad se
evaluo usando el ensayo RNA 6000 Nano en un Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Waldbronn,
Alemania). Todas las muestras de ARN usadas para el estudio tenian un nimero de integridad del ARN (RIN) mayor
de 5,7 (8,2 £+ 1,0, media + DT). Las dianas de hibridacién se prepararon a partir de 8 ng de ARN total de acuerdo con
protocolos de Affymetrix y se hibridaron a un Affymetrix U133A GeneChip, que contiene 22.238 conjuntos de sondas
para aproximadamente 13.000 genes humanos. Inmediatamente después de la hibridacion, la serie hibridada
experimento lavado y tincion automatizado usando una estacion de fluidos Affymetrix GeneChip 400 y el protocolo
EukGE WS2v4. Después de ello, los U133A GeneChip se escanearon en un escaner Affymetrix GeneArray 2500.

Determinacién de designaciones presentes y ausentes de datos de microseries

Se uso el software Affymetrix Microarray Analysis Suite (MAS) 5.0 para generar las designaciones presentes para
los datos de las microseries para los 18 pares de tejidos hepaticos HCC y no tumorales adyacentes. Todos los
parametros para la determinacion de designacion presente fueron valores por defecto. Cada conjunto de sondas
determiné como "presente”, "ausente" o "marginal” por el MAS 5.0. Asimismo, los mismos datos de las microseries
se procesaron usando el software dChip version 2004 para determinar el estado "presente”, "ausente" o "marginal”

para cada conjunto de sondas en las microseries.
Identificacion de conjuntos de sondas con expresion diferencial extrema

Para la identificacion de los genes con expresion diferencial extrema entre tejido hepatico HCC y no tumoral
adyacente, se uso el software escrito usando Lenguaje Practico de Extraccion e Informe (PERL) de acuerdo con las
siguientes reglas: se definieron "genes especificos de tumor" como conjuntos de sondas que se designaron
"presentes" en HCC y "ausentes" o "marginales"” en el tejido hepatico no tumoral adyacente tanto por MAS 5.0 como
por dChip. Se definieron "genes especificos de tejido hepatico no tumoral" como conjuntos de sondas designados
"ausentes" o "marginales" en HCC y "presentes" en el tejido hepatico no tumoral adyacente emparejado tanto por
MAS 5.0 como por dChip. Se muestra un diagrama de flujo que representa el algoritmo de identificacion en la FIG. 1.

Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa cuantitativa en tiempo real (RT-PCR)

Se us6 PCR con transcriptasa inversa cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR) TaqManw para cuantificar el ARNm. Se
sintetiz6 ADNc a partir de 8 pg de ARN total para cada muestra usando 1500 ng de cebador oligo(dT) y 600
unidades de transcriptasa inversa SuperScript™ Il de Invitrogen (Carlsbad, CA) en un volumen final de 60 pl de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para cada reaccion de RT-PCR, se usaron 0,5 pl de ADNc como molde
en un volumen final de 25 pl, siguiendo las instrucciones del fabricante (ABI y Roche). Las reacciones de PCR se
realizaron usando 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
cebadores y las sondas usados para RT-PCR cuantitativa en tiempo real de PLVAP son 5'-
CCTGCAGGCATCCCTGTA-3' (cebador directo) (SEC ID N° 25); 5-CGGGCCATCCCTTGGT-3' (cebador inverso)
(SEC ID N° 26); y 5-CCCCATCCAGTGGCTG-3' (sonda) (SEC ID N° 27). Se us6 el gen de mantenimiento de la
hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa (HPRT) como referencia endégena para la normalizacion. Todas las
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muestras se procesaron por duplicado en la misma placa de PCR para el mismo ARNm diana y ARNm de HPRT de
referencia enddégena. Las cantidades relativas de ARNm diana se calcularon por el procedimiento comparativo Ct de
acuerdo con las instrucciones del fabricante (boletin de usuario n° 2, sistema de deteccion de secuencia ABI Prism
7700). Se eligié una muestra hepatica no tumoral como calibrador relativo para el calculo.

Resultados:

Las intensidades de expresion génica de PLVAP en 18 pares de tejidos hepaticos HCC y no tumorales adyacentes
se muestran en la FIG. 2. Las intensidades de expresion génica promedio fueron 759,8 + 436,5 y 170,6 + 53,4
(media + DT) para tejidos hepatico emparejados HCC y no tumorales adyacentes respectivamente. El valor p del
ensayo t de muestras relacionadas entre los dos grupos fue de 2, 8x10”. Estos resultados indican que PLVAP se
expresa en tejido hepatico HCC y no en el no tumoral. Esta elevada expresion de PLVAP en HCC se confirmé
adicionalmente cuando 82 muestras HCC no emparejadas mostraron una intensidad de expresion promedio de
810,4 £ 482,0 (media £ DT), que es esencialmente igual que el hallazgo de las 18 muestras HCC emparejadas (p =
0,62 por ensayo t) (FIG. 2).

Para confirmar que PLVAP se expresa significativamente en tejido hepatico HCC y no en tejido hepatico no tumoral,
se realizd RT-PCR cuantitativa en tiempo real sobre muestras de ARN de 18 pares de tejido hepatico HCC y no
tumoral adyacente. Las cantidades de ARNm de PLVAP fueron significativamente mayores en tejidos hepaticos
HCC respecto a los no tumorales (véase la FIG. 3A y la Tabla 2). Aunque los resultados mostraron cierta
superposicion entre dos grupos, las transcripciones de PLVAP fueron mayores en tejido hepatico HCC que en el no
tumoral adyacente en el mismo individuo para todos los individuos ensayados excepto uno (FIG. 3B). Esta
excepcion estaba probablemente asociada con grados desiguales de degradacion del ARN durante el proceso de
almacenamiento de los tejidos.

Tabla 2: intensidades de expresion génica de PLVAP para 18 pares de tejido hepatico HCC y no tumoral adyacente.

Intensidad de expresion*

Numero de Muestra HCC Tejido hepatico no tumoral adyacente

1 1757 195

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: PLVAP se expresa especificamente por células endoteliales vasculares de HCC

Materiales y procedimientos:

Microdiseccion de captura por laser (LCM) de tejidos incrustados en parafina fijados en formalina

Se realiz6 LCM de tejido fijado en formalina de bloques de parafina usando el sistema Arcturus PixCell® lle,
capuchones CapSure” de HS LCM, y sistema reactivo Paradise” de Arcturus Bioscience, Inc. (Mountain View, CA).
Se cortaron secciones de tejido de siete micrometros de espesor, se deparafinizaron, se rehidrataron, se tifieron y
deshidrataron para LCM de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se capturaron células diana en capuchones
CapSurew de HS LCM usando un tamafio de mancha de 7,5 ym a 50 mW de potencia y 1,3 ms de duracién. Se
capturaron de aproximadamente 5000 a 6000 células en cada capuchoén. Sin embargo, solamente se capturaron
1000 a 2000 células endoteliales vasculares de carcinoma hepatocelular en cada capuchoén debido a la escasez de
células.

Extraccion de ARN de secciones de tejido LCM para RT-PCR cuantitativa

Las células capturadas en los capuchones CapSurew de HS LCM como se ha descrito anteriormente se procesaron
para la extraccion de ARN sintesis de ADNCc, transcripcion in vitro y amplificacion de ARN antisentido usando el
sistema reactivo Paradise™ de acuerdo con las instrucciones del fabricante. EI ARN anti-sentido sintetizado se uso6
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entonces como molde para RT-PCR cuantitativa en tiempo real TagMan de dos etapas para la cuantificacion de
ARNm de PLVAP y beta-actina en las células capturadas por LCM. La primera etapa (es decir, transcripcion inversa)
se realiz6 usando 4,5 pl de ARN anti-sentido y reactivos de transcripcion inversa TagMan (ABI) en un volumen final
de 10 pl siguiendo el protocolo del fabricante. La segunda etapa (es decir, PCR en tiempo real) se realizd usando 2,4
pl de molde de ADNCc, los mezcla de cebadores/sonda y la mezcla maestra de PCR universal TagMan de Applied
Biosystems en un volumen final de 25 pul. La PCR en tiempo real se realizé en un Smart Cycler Il (Cephid, Inc.,
Sunnyvale, CA). Las reacciones se incubaron inicialmente a 50°C durante 2 minutos y después a 95°C durante 10
minutos. Después de ello, se realizaron 45 ciclos de desnaturalizacion a 95°C durante 15 segundos e
hibridacion/extension a 60°C durante 40 segundos. Las secuencias de los cebadores y las sondas se enumeran en
la Tabla 3.

Tabla 3. Secuencias de cebador y sonda para RT-PCR cuantitativa en tiempo real para los niveles de PLVAP y beta-
actina en muestras preparadas por microdiseccion de captura por laser.

gen de PLVAP gen de beta-actina

cebador directo 5-CCTTGAGCGTGAGTGTTTCCA-3' | 5-GTCCCCCAACTTGAGATGTATGAA G-3'
(SEC ID N° 28) (SEC ID N° 29)

cebador inverso 5-GGCAGGGCTGGGAGTTG-3' 5-GTCTCAAGTCAGTGTACAGGTAAG C-3'
(SEC ID N° 30) (SEC ID N° 31)

sonda Tagman 5-CTCCCAGGGAGACCAA-3' 5'-AAGGAGTGGCTCCCCTCC-3'
(SEC ID N° 32) (SEC ID N° 33)

Preparacion del vector de expresion para la proteina de fusiéon recombinante PLVAP51.442

Se gener6 el plasmido pGEM®-T Easy-PLVAPs+.442 insertando un fragmento de PCR que codificaba los restos de
aminoacido 51 a 442 de PLVAP en el vector pPGEM®-T Easy (Promega, Inc., Madison, WI). El fragmento de PCR se
amplificd a partir de un clon de ADNc de PLVAP de OriGene (Rockville, MD) usando el conjunto de cebadores de 5'-
CATATGAACGTGCACGTGAGCACAGAGTCC-3' (SEC ID N° 34) y 5'-GGATCCTGAGCATATCCCTGCATCCTCC-3'
(SEC ID N° 35). Para la construccion del plasmido pET-15b-PLVAPs1-442, se escindié un fragmento de ADNc que
codificaba los restos de aminoacido de 51 a 442 de PLVAP con secuencias de reconocimiento Ndel y BamHI en
cada extremo respectivo del pPGEM®-T Easy-PLVAPs1.442 y se insertd en pET-15b (Novagen, Inc., San Diego, CA).
La construccién de expresion descrita anteriormente se verificd por secuenciacién de ADN.

Expresion y purificacién de proteina de fusiéon recombinante PLVAP51.442

Para la produccion de proteina PLVAPs1.442 marcada con His recombinante (SEC ID N° 2) (FIG. 4), se transformé
Escherichia coli (Rosetta-gami2(DE3)pLysS) (Novagen) incubando células competentes con ADN plasmidico pET-
15b-PLVAPs+.442 €n hielo durante 5 min., seguido de incubacion en un bafio de agua a 42°C durante 30 segundos y
luego de nuevo en hielo durante 2 min. Antes de siembra en medio selectivo, los transformantes se incubaron a
37°C con agitacion 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; MgSO4 10 mM; glucosa 20 mM) durante 60 min. La expresion de proteina de fusidon marcada
con His en Escherichia coli Rosettagami2(DE3)pLysS se indujo con isopropil-pB-D-tiogalactopiranésido 1 mM durante
16 horas a 30°C. Después de la induccioén, las células bacterianas se sometieron a lisis por sonicacién en tampoén de
equilibrado (fosfato sdédico 50 mM, NaCl 300 mM, pH 7) suplementado con urea 8 M y se separ6 en fracciones
soluble e insoluble por centrifugacion a 5.600 x g durante 30 minutos. Para purificacion adicional de la proteina His-
PLVAPs1.442, la fraccion soluble se cargd en una resina de afinidad por metales TALON® (Clontech, Inc., Palo Alto,
CA), se lavo con tampon de equilibrado y se eluyd con tampon de elucion (fosfato sédico 50 mM, NaCl 300 mM, pH
7,2 imidazol 50 mM). La marca His de la proteina de fusién purificada se retiré por escision con trombina (Novagen)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante (véase la FIG. 5). La proteina PLVAPs1.442 resultante se recuperé por
didlisis extensiva frente a PBS. Para verificar la identidad de la proteina PLVAP recombinante, se adquirié una
pequefia cantidad de antisuero de raton contra proteina de fusion GST-PLVAP331430 del Biodesign Insitute (Tempe,
AZ). La proteina PLVAPs+.442 recombinante sin la marca His se detectd por analisis de transferencia de Western
usando este anticuerpo, pero no reacciond con anticuerpos contra la marca 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 us6 para inmunizar ratones Balb/cByJ de 6 semanas de
edad. Cada ratén se inmunizo inicialmente con inyeccién subcutanea en multiples sitios con un total de 14 ug de
proteina PLVAPs1442 en adyuvante completo de Freund (Sigma, Inc., St Louis, MO). Después de ello, la
inmunizacion se reforzé con 7 pg de proteina recombinante PLVAPs1.442 en adyuvante incompleto de Freund una vez
cada dos semanas para tres veces. Una semana después de la ultima inmunizacién re fuerzo, los ratones se
exanguinaron para la preparacion de antisuero.
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Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)
Reactivos y Soluciones:

1. Proteina PLVAP recombinante

2. Conjugado IgG anti-ratén-fosfatasa alcalina (Cat. n°: AP124A, CHEMICON)

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

4. Tampon de lavado (cloruro soédico 0,137 M, fosfato sédico dibasico heptahidratado 0,01 M, fosfato de potasio
monobasico 2 mM, Tween 20 al 0,2% (Cat. P1379, SIGMA, pH 7,2-7,4)

5. Tampon de blogueo (cloruro sédico 0,137 M, fosfato sédico dibasico heptahidratado 0,01 M, fosfato de potasio
monobasico 2 mM, albumina de suero bovino al 2% (Cat. 82-045, PENTEX), Tween 20 al 0,05% (Cat. P1379,
Sigma), pH 7,2-7,4)

6. Tampodn carbonato (bicarbonato sodico 0,016 M, carbonato sédico 0,014 M, cloruro de magnesio 2 mM, azida
sédica al 0,002% (0,3 mM), pH 9,6)

7. Sustrato de fosfatasa alcalina: Se disolvid un comprimido de 40 mg de sustrato de fosfatasa (Cat. P5994,
Sigma) disuelto en 40 ml de tampdn carbonato

Procedimiento:

Los titulos de anticuerpos en los sueros anti-PLVAP se determinaron usando ELISA. En primer lugar, la placa ELISA
de 96 pocillos se recubrié con 50 pl de proteina PLVAP disuelta en solucion salino tamponada con fosfato (PBS) que
contenia azida sdédica al 0,002% (es decir, tampdn de recubrimiento) a una concentracion en el intervalo de 2,5
pg/ml durante una noche a 4°C . Después de tres lavados con 200 pl de tampdn de lavado (PBS que contenia
Tween-20 al 0,05%), cada pocillo de la placa recubierta se bloqued con 150 ul de tampén de bloqueo (es decir,
tampon de lavado que contenia albumina de suero bovino al 2%) a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Después de tres lavados adicionales, cada pocillo se incubd con 50 ul de antisuero diluido (diluciéon en serie de
factor dos a partir de 1.000x a 128.000x) preparado en el tampon de dilucion durante 45 minutos a temperatura
ambiente. Después de ello, cada pocillo se incubd con conjugado IgG anti-ratén-fosfatasa alcalina a una dilucion
5.000x (Chemico, Inc., Temecula, CA) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después de tres lavados, los
anticuerpos unidos se cuantificaron con 100 ul de sustrato de fosfatasa alcalina (Sigma, Inc., St Louis, MO) y se
realizé la medicion de absorbancia se realiz6 a 405 nm después de un periodo de incubacién de 25 a 40 min.
usando un lector de placas ELISA.

Deteccion inmunohistoquimica (IHC) de PLVAP en tejidos fijados en formalina

Se cortaron secciones de seis micrémetros de bloques de parafina de tejidos fijados con formalina. Las secciones se
montaron montadas en portaobjetos de vidrio de adhesion SuperFrost plus (Menzel Glaser GmbH, Braunschweig,
Alemania). Las secciones después se procesaron para inmunotincion de PLVAP en un instrumento de tincion
automatizado Benchmark XT (Ventana Medical Systems, Inc., Tucson, AZ) usando el protocolo XT-iView-DAB-V.1
con acondicionamiento con CCIl suave durante 30 minutos y las secciones se incubaron con suero anti-PLVAP
humano diluido 400X a 37°C durante 36 minutos. El segundo anticuerpo y los reactivos usados para detectar la
unién de anticuerpos de ratén anti-PLVAP humana fueron del kit de deteccién de DAB View" de Ventana Medical
Systems, Inc. (Tucson, AZ). Todos los reactivos y tampones se adquirieron de Ventana Medical Systems.

Resultados:

Para determinar la fuente celular de PLVAP en muestras HCC, se diseccionaron células endoteliales vasculares
HCC, células tumorales de carcinoma hepatocelular y hepatocitos no tumorales, incluyendo células de revestimiento
endoteliales sinusoidales, de las muestras usando microdiseccion de captura por laser (LCM). Debido a la estrecha
aposicion entre las células de hepatoma y las células endoteliales de revestimiento capilar, se hizo un esfuerzo por
evitar la inclusion de células endoteliales de revestimiento capilar durante la diseccion. Los ARN extraidos de las
células diseccionadas se usaron para RT-PCR cuantitativa en tiempo real de dos etapas para determinar las
cantidades relativas de ARNm de PLVAP. Se estudiaron muestras de dos pacientes diferentes. Los resultados
mostrados en la Tabla 4 y las FIG. 6A-C indican que PLVAP se expresa por células endoteliales vasculares HCC
(FIG. 6A), mientras que no se detectd ningun transcrito de PLVAP detectable en tejidos hepaticos no tumorales
adyacentes (FIG. 6B).

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

Cantidad relativa de ARNm de PLVAP

Muestra HCC Células endoteliales Tejido hepatico no Células tumorales HCC
HCC tumoral adyacente
A 1 0 0,002
B 1 0,001 0,057
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Para investigar adicionalmente la especificidad de tejido y enfermedad de la expresion de PLVAP, se generaron
anticuerpos policlonales para su uso en estudios de inmunohistoquimica (IHC) contra el dominio extracelular de
PLVAP humana (aminoacidos 51 a 442). Como se muestra en la FIG. 7, el antisuero obtenido de ratones Balb/c que
se habian inmunizado con proteina PLVAPs1.442 recombinante contenia un alto titulo de anticuerpos anti-PLVAP.

Después se uso el antisuero anti-PLVAP para determinar la localizacion de la expresiéon de PLVAP en secciones
tisulares de pacientes con carcinoma hepatocelular (n = 7) (FIG. 8A-F y 9A-D), hiperplasia nodular focal (n = 4) (FIG.
10A-F), hemangioma hepatico (n = 2) (FIG. 11A y B), hepatitis B activa crénica (n = 2) (FIG. 12A y B) o C (n = 4)
(FIG. 13A-D), y cancer metastasico (n = 4) (es decir, colangiocarcinoma intrahepatico, adenocarcinoma colorrectal
metastasico o carcinoma de ovario metastasico) (FIG. 14A-D). Los resultados mostraron que solo las células
endoteliales capilares de carcinomas hepatocelulares expresaban proteina PLVAP (FIG. 8A, C,Ey 9A, C, E, F). La
proteina PLVAP no se expresaba en células endoteliales que revisten los sinusoides/capilares vasculares de tejidos
hepaticos no tumorales, incluyendo higado cirrético, higado de hiperplasia nodular focal (FIG. 10A-F), y hepatitis
cronica (FIG. 12A y B; FIG. 13A-D). Las células de revestimiento endotelial de hemangioma hepatico no mostraron
expresion significativa de PLVAP, tampoco (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 usarse como marcador de diagnéstico y diana terapéutica para HCC.

Ejemplo 3: Produccidon y caracterizacion de anticuerpos monoclonales de ratén que se unen
especificamente a PLVAP

Materiales y procedimientos

Procedimientos de inmunizacion

Se inmunizaron cinco ratones Balb/cByJ hembra de seis semanas de edad inicialmente con 20 pg de proteina
PLVAP recombinante purificada disuelta en 0,125 ml de solucién salina tamponada con fosfato (PBS) y emulsionada
en un volumen igual de adyuvante completo de Freund. La mezcla de PLVAP-adyuvante se inyecté en volimenes
de 0,05 ml en cada uno de cuatro sitios subcutaneos diferentes en el lado ventral de los ratones cerca de los vasos
linfaticos axilares e inguinales, asi como un quinto sitio subcutaneo, que estaba localizado entre las escapulas.
Todos los ratones recibieron una inmunizacioén de refuerzo de 20 ug de proteina PLVAP recombinante inyectada por
via intraperitoneal tres veces cada dos semanas. Una semana después de la ultima inmunizacién de refuerzo, se
tomaron sangrados de ensayo para medir si los ratones estaban produciendo titulos suficientemente altos de
anticuerpos anti-PLVAP (> 10.000X). Se us6 un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) en fase solida
para este proposito. El ratdbn que produjo el mayor titulo de anticuerpo contra PLVAP se seleccioné para la
produccién de hibridomas.

Desarrollo de anticuerpos anti-PLVAP monoclonales murinos

Tres dias antes del experimento de fusion programado para producir hibridomas, el ratdon que produjo el mayor titulo
de anticuerpo contra PLVAP se inyecto por via intravenosa con 20 pug de PLVAP recombinante. Los hibridomas que
producen anticuerpos monoclonales (MAb) contra PLVAP se produjeron de acuerdo con un protocolo previamente
descrito (véase 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 pequefias modificaciones. Especificamente, se fusionaron células esplénicas recogidas del ratén
inmunizado con células de mieloma SP2/0 en una proporcién de 7,5:1 (células esplénicas:células de mieloma)
usando polietilenglicol 1540 al 50%. Los productos de fusién se sembraron en placas de cultivo tisular de fondo
plano de 96 pocillos, y se afiadié medio selectivo de hipoxantina-aminopterintimidina (HAT) al dia siguiente. De siete
a diez dias después, los sobrenadantes de pocillos de crecimiento positivo se seleccionaron para la producciéon de
anticuerpos anti-PLVAP por ELISA. Los hibridomas que producian inicialmente MAb anti-PLVAP se expandieron y
re-seleccionaron. Los hibridomas que mostraron produccién continuada de anticuerpos se clonaron por el
procedimiento de dilucién limitante. Los isotipos de MAb se determinaron usando un ELISA. Los anticuerpos
monoclonales se purificaron del liquido ascitico o medios de cultivo de cromatografia en columna de afinidad por
proteina G (Unidad 2.7 Purification and Fragmentation of Antiboidies, 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).

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

Se midieron las afinidades de unién de anticuerpos monoclonales anti-PLVAP KFCC-GY4 y KFCC-GY5 en ANT
Technology Co., Ltd. (Taipei, Taiwan), usando tecnologia de microbalanza de cristal de cuarzo ANTQ300 (Lin S., y
col. J Immunol Methods 239: 121-124 (2000)).
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Aislamiento y cultivo de células del endotelial vascular umbilical humano (HUVEC)

El aislamiento y cultivo de HUVEC se realizaron 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, se uso gelatina al 1% (DIFCO, Corp.) disuelta en solucién salina tamponada con fosfato para
remplazar la solucién de colageno para placas de cultivo de recubrimiento o cubreobjetos.

Extraccion de proteinas de membrana hidréfoba de HUVEC por tampén que contiene Triton X-114 (TX-114)

Se sembraron quinientas mil HUVEC en una placa de cultivo de 10 cm durante 24 horas. Las células luego se
estimularon con VEGF humano en 40 ng/ml durante 72 horas adicionales. Las células cultivadas se lavaron con 5 ml
de solucion salina tamponada con fosfato (PBS) dos veces. Las células luego se desprendieron y se levantaron de la
placa por incubacion con 1 ml de PBS que contenia EDTA 2 mM, se colocaron en un tubo de centrifuga, y se
recogieron por centrifugacion a 300x g durante 5 minutos. Habia aproximadamente 2 millones de células en el
sedimento producido por centrifugacion. Los sedimentos celulares se resuspendieron en 200 pl de tampon Tris 0,05
M enfriado en hielo, que contenia EDTA 5 mM y Triton X-114 (TX-114) al 0,5% (v/v), pH 7,4. La suspension celular
solubilizada se incubé en hielo con agitacién en vortice ocasional suave. Después de ello, la suspensién celular se
centrifugd a 10.000 xg durante 10 minutos a 4°C para retirar los restos 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
llegd a separarse de la fase acuosa. El tubo de microcentrifuga se centrifugé entonces a 1000x g durante 10 minutos
a temperatura ambiente, de manera que el TX-114 se centrifugd hasta la parte inferior del tubo. Se retir6 la fase
acuosa en la parte superior del tubo y el sedimento de TX-114 que contenia proteinas celulares hidréfobas se
disolvio en tampon de muestra de gel de SDS acrilamida 2x en un volumen final de 50 pl. Se usaron quince ul de
muestra para electroforesis en gel de SDS acrilamida.

Electroforesis en gel de SDS acrilamida, preparaciéon de transferencia de Western e inmunotransferencia

Los procedimientos son los mismos que los descritos previamente por Kao KJ, Scornik JC y McQueen CF. Human
Immunol 27: 285-297 (1990), con una ligera modificacion. La deteccion de la unién de los anticuerpos en
transferencias de Western se realizé6 usando sustrato quimioluminiscente de fosfatasa alcalina y un LAS-4000
luminiscentes Image Analyzer (Fuijifilm Corp.)

Microscopia de inmunofluorescencia
Materiales:
1). Anticuerpos primarios:

a.) IgG de ratén normal (Sigma Corp., n° de catalogo: 1-5381) disuelto en solucién salina tamponada con
fosfato (PBS) a 1 mg/ml como solucién madre, diluido con PBS-BSA al 0,5% hasta una concentracién de 5
pg/ml antes de su uso;

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

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

2). Anticuerpo secundario: de cabra conjugado con FITC F(ab'); anti-lgG (H y L) de ratén (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). Solucién salina equilibrada de Hank (HBSS) (Gibco, Corp., n°® de catalogo: 12065-056) diluido a 1x antes de
SU 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 de 1,5 cm estéril colocado en la parte inferior de cada pocillo. Cada pocillo contenia 0,5 ml de medio de
cultivo M199 que estaba suplementado con suero de ternera fetal al 20%, L-glutamina al 1%, solucion de
antibiético/antimicotico al 1%, 50 ng/ml de heparina y 75 pg/ml de suplemento de crecimiento celular endotelial
(Sigma, Corp. EQ760). Cada cubreobjetos se pre-recubrié con 200 pul de 0,4 mg/ml de colageno de piel de ternero
(Sigma Corp. C9791) en acido acético al 0,04% (v/v) durante una noche. Los cubreobjetos se lavaron después con
solucion salina tamponada con fosfato (PBS) 1x estéril, y posteriormente se secaron al aire para su uso. Las células
se cultivaron durante una noche y luego se estimularon con 40 ng/ml de factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) durante 72 horas adicionales. Las células sobre los cubreobjetos se usaron para el procedimiento de
inmunofluorescencia.
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Para tefiir las células para la microscopia de inmunofluorescencia, las células cultivadas en el cubreobjetos en cada
pocillo se lavaron con 0,5 ml de HBSS 1x. Las células se fijaron entonces y se 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. Las células fijadas después se bloquearon con 0,5 ml de PBS 1x que contenia BSA al 0,5% durante 1
hora a temperatura ambiente. El cubreobjetos que contenia las células fijadas se retir6 y se colocd en la parte
superior de solucion de anticuerpo primario diluido a 0,2 ml, que contenian 5 pg/ml de IgG normal, anticuerpo
monoclonal anti-PLVAP KFCC-GY4 o KFCC-GY5, o una diluciéon 50x de anticuerpo monoclonal anti-vWF humano,
con las células fijadas hacia abajo y en contacto con la solucidn de anticuerpo. La solucién de anticuerpo se coloco
en un trozo de parafilm en un pequefio recipiente de plastico cubierto. La humedad interior se mantuvo colocando un
pequenio trozo de papel de filtro humedecido con agua.

Después de incubacion a 37°C durante una hora en un recipiente humidificado, el cubreobjetos se retir6 y las células
en el cubreobjetos se lavaron 3 veces con 0,5 ml de PBS durante 5 minutos cada vez. Las células fijadas después
se incubaron con 0,2 ml de anticuerpo secundario de cabra F(ab'), conjugado con FITC anti-IgG de raton diluido
200x durante 50 minutos a 37°C como se describe para la incubacién con solucién de anticuerpo primario. Después
de ello, las células se lavaron 3 veces con PBS como se ha descrito anteriormente. Las células tefiidas se montaron
en un portaobjetos de vidrio usando solucion anti-destincion VectaShield. Se retiro el exceso de medio de montaje
del borde del cubreobjetos y el borde se sellé6 con esmalte de ufias. Las células tefiidas se examinaron usando un
microscopio fluorescente.

Resultados

La inmunizacion de ratones Balb/cByJ con proteina PLVAP humana recombinante condujo al desarrollo de
hibridomas que producian anticuerpos monoclonales (mAb) que reconocian proteina PLVAP humana. Se
seleccionaron dos hibridomas para su posterior estudio. Los anticuerpos producidos por estos hibridomas se
llamaron 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 en las FIG. 15A y B y 16A y B, respectivamente.

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

Estos anticuerpos también reaccionaron especificamente con proteina PLVAP en extractos de células endoteliales
vasculares de cordén umbilical humano en un ensayo de inmunotransferencia (FIG. 19B y 19D). Ademas, los
experimentos de tincién de inmunofluorescencia mostraron unién de anticuerpos monoclonales KFCC-GY4 y KFCC-
GY5 a células endoteliales vasculares humanas que expresan PLVAP (FIG. 20C y D).

Las afinidades de union (Ky) de los anticuerpos monoclonales para la proteina PLVAP recombinante se
determinaron en 0,41 x 10" M para mAb KFCC-GY5 y 0,6 x 10" M para mAb KFCC-GY4 usando microbalanza de
cristal de cuarzo ANTQ300 (Lin, y col. J. Immunol. Methods 239: 121-124, 2000).

Los experimentos de inmunohistoquimica realizados sobre secciones de hepatoma del higado de dos pacientes de
hepatoma diferentes usando anticuerpos monoclonales anti-PLVAP KFCC-GY4 o KFCC-GY5 mostraron que el
anticuerpo monoclonal KFCC-GY5 produce una sefial mas fuerte en células endoteliales vasculares (FIG. 21A, C)
que el anticuerpo monoclonal KFCC-GY4 (FIG. 21B, D).

Los experimentos de inmunohistoquimica realizados sobre secciones tisulares hepaticas de hepatoma y no tumoral
adyacentes del higado de un mismo paciente se realizaron en muestras de cuatro pacientes con hepatoma
seleccionados al azar diferentes usando el anticuerpo monoclonal anti-PLVAP KFCC-GY4. La expresion de PLVAP
se detectd en células endoteliales vasculares de tejidos de hepatoma (FIG. 22A, C, E, y G), pero no de tejidos
hepaticos no tumorales adyacentes (FIG. 22B, D, F y H).

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

Materiales y procedimientos

Microscopia de inmunofluorescencia
Reactivos:

Los reactivos usados para el siguiente procedimiento son como se ha descrito en el Ejemplo 3, con las siguientes
modificaciones:

e el tampon de lavado HBSS 1x contenia azida soédica al 0,1%, que se us6 para evitar la endocitosis de
anticuerpos unidos a la superficie celular;

¢ los anticuerpos monoclonales KFCC-GY4 y KFCC-GY5 anti-PLVAP se diluyeron en el tampdén de lavado HBSS
1x con azida sdédica al 0,1%;

Procedimiento:

19



10

15

20

25

30

ES 2527072 T3

La tincién inmunofluorescente de células endoteliales vasculares de cordon umbilical humano (HUVEC) se realizd
como se ha descrito en el Ejemplo 3, excepto que las células no se fijaron y se permeabilizaron con metanol. En
lugar de ello, después de la incubacion con anticuerpos monoclonales anti-PLVAP, las células se lavaron y se fijaron
con paraformaldehido al 4% a temperatura ambiente durante 10 minutos. Después de esta incubacion, las células se
lavaron 3 veces, y luego se incubaron con F(ab'), de cabra anti-IgG de ratén conjugado con FITC. Después de tres
lavados adicionales, las células se procesaron para microscopia de inmunofluorescencia como se ha descrito en el
Ejemplo 3.

Resultados

Usando el enfoque descrito anteriormente, solamente la proteina PLVAP expresada en la superficie celular podia
detectarse. Los resultados de estos experimentos revelaron que ambos anticuerpos monoclonales anti-PLVAP
KFCC-GY4 y KFCC-GY5 se unian a la superficie de células endoteliales vasculares HCC (FIG. 23B, C), lo que
indica que la proteina PLVAP se expresa en las superficies de estas células. Estos hallazgos sugieren que
anticuerpos que se unen especificamente a PLVAP con alta afinidad podran unirse a la superficie de células
endoteliales vasculares HCC tras inyeccion en los vasos sanguineos de un tumor de carcinoma hepatocelular.
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<120> PROCEDIMIENTOS Y AGENTES PARA EL DIAGNOSTICO Y EL TRATAMIENTO DE CARCINOMA
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<151> 19-03-2008

<160> 35

<170> FastSEQ para Windows Version 4.0

<210> 1
<211>1

322

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia codificante para los restos de aminoacidos 51-442 de PLVAP humana recombinante marcada

con His

<400> 1

atgggcagca
atgaacgtgc
ctactacagte
ttcaccacee
gaccgeatca
cagaggtaca
atgaacaaga
gtggagatag
asacgegegy
gagcgccage
aaggacaagt
ctggacaace
agagectgeg
ctecdggegg
gaagcccage
caggccegygq
Jagaaggcgg
agggaggcgyg
atcaagacca
cocccageeea
aggcecceocekg
gaccaaggga
e

gecatoatea
acgtgageac
agertectagg
gcgccaagga
atgecagett
tggctgccat
getgegatge
ccaaggagaa
cggagdaaca
tggccaagga
ttgagargga
tgggttacaa
accacatgee
atatcgaacyg
agggectgcy
aggccaagct
tgctgeggaa
agcagetcag
agregcagec
tcgaccocage
caggcatcco
tggcecgacyt

tcatcactcac
agagtccraac
geteacggee
tgccatcatg
cegecagtge
catcttgagt
cttgctetke
gaccatttge
gotgotigaa
gcaactgcaa
cottogtaac
cetotaceat
cagceteatg
cgtggeeoege
ggceagtcag
ccaagctgaa
ggaacgagac
gatggagctg

gatgatgcca

tagcctggag
tgtagcecea
cggeggttty

agcageggee
ctygcaggcca
tcccagtcca
cagatgtggc
cagggtgace
gagaagecaat
atgetgaatc
actaaggata
tgcgtgaaaa
aaggtgcaag
ctgtggaagy
coocoLggyct
agctccaagg
gagaacteag
gaggcgaaac
tgctoceccggce
aacctggera
gccatcagaa
gtgtcaagge
gagttcaaga
tecagtgact
cggaggatge

20

tggtgeegeg
ccgagegeceg
agttgaccaa
tgaatgcteg
gagtcatcta
gcagagatca
agaaggtgaa
aggaaagegt
cecgggaget
ceetotgect
agtcrattat
cggaattgge
tggaggaget
acctccaacg
agaaggtgga
agacccagct
aggagcotgga
actcagecct
ccatgggecc
ggaagatcet
gaggaggerc
agggatatgce

cggcageccat
agccgagggc
ggagetcaac
cogegacetg
cacgaacaat
attcaaggac
gacgctggag
gctgetgaac
gcagcaccaa
geccckggas
cocacgcoags
ctogatecge
ggeccggage
ccagaagetg
gaaggagget
agcgetggag
agagaagaag
ggacacgctyge
tgteccocaac
ggagtcecag
caggectgag
tcacagggat

60
120
189
240
oo
360
420
489
540
600
660
720
780
840
900Q
960
1024
1080
1140Q
1200
1280
1329
1322
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<210>2
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<220>
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<223> Restos de aminoacidos 51-442 de PLVAP humana recombinante marcada con His

<400> 2

Met Gly
Arg Gly
Ala Thr

.Thr Ala
50

Ala Lys

65

Asp Arg

Tyr Thr
Gln Cys

Leu Phe
139

Ltys Glu

145

Arg val

Leu Gln
Gln Ala

Arg Asn
210

Gly Tyr

225

aArg Ala

Leu Ala
Ser Asp

Ser Gln
290

Ala Lya

305

Glu Lya

Glu Glu

Arqg Asn

Met Pro
70

Asp Pro

aas

Arg Pro-

<210>3
<211> 342
<212> ADN

ser
Ser
Glu
35

Ser
Asp
Ile
Asn
Arg
115
Met
Lys
Ala
His
Leu
195
Leu
Aan
Cys
Arg
Leu
275
Glu
Leu

Ala

Lys

Ser
3ss
val
Ala

Pro

<213> Secuencia artificial

Ser
His
20
Arg
Gln
Ala
Asn
Asn
100
Asp
Leu
Thy
Glu
Gln
180
Cys
Trp
Leu
Asp
Ser
260
Gln
Ala
Gln
Val

Lys
340

Ala
Ser
Ser

Ala

His
Met
ATg
Ser
Ile
Ala
85

Gln
Gln
Asn
Ile
Thr
165
Glu
Leu
Arg
Tyr
His
24%

Leu

Arg

‘Lys

Ala
Leu

325
Arg

Ley
Arg
Leu

Cly
408

Hig
Aan
Ala
Asn
Met
70

Ser
Arg

Phe

Gln

Cys
150
Glu
Arg
Pro
Agp
His
230
Met
Arg
Gln
Gln
BGlu
310
Arg

Glu

Asp
Pro
Glu

190
Ile

His
Vval
Glu
Leu
&5

Gln

Phe

Lys
Lys
138
Lys
Gln
Gln
Leuw
Ser
215
Pro
Pro
Ala
Ly3
Lys
29%
Cys
Lys

Ala

Thr
Met
378
Glu

Pro

Hip His
His Val
25
Gly Leu
Thr Lya
Metr Trp
Arg Gln
Met Ala
10%
Asp Met
120
Val Lys
Asp Lys
Leu Val
Leu hla
185
Asp Lys
200
Ile Ile
Leu Gly
Ser Leu
Rap lle
265
Leu Glu
280
val Glu
Ser Arg
Glu Arg

Glu Gin
' 145

Cys Ile
360

Gly Pro
Phe Lys

Val Ala

21

Him
10
Ser

Glu

Leu

Cys
90

Ala
Asn
Thr
Glu
Glu
170
Lys
Asp
Pro
Ser
Met
250
Glu
Ala
Lys
Gln
Asp

3i¢
Leu

Lya
Val
Arg

Pro
410

Ser Serx
Thr Glu
Ser Gln

Leu Asan
60

Asn Ala

7%

Gln Gly

Ile Ile
Lys Ser

Leu Glu
140

Ser Val

155

Cys Val

Glu Gln
Lys Phe

Arg Ser
220

Glu Leu

23%

Ser Ser

Arg Val
Gln Gln

Glu Ala
o0

Thr Gln

318

Asn Leu

AYg Met

Thr Lya

Pro Asn
jag

Lys Ile

395

Ser Ser

Gly
Ser

Leu

45

Phe
Arg
Asp
Leu
Cys
125
Val
Leu
Lys
Leu
Glu
205
Leu
Ala
Lys
Ala
Gly
285
Gln
Leu

Ala

Glu

Ser
ies
Pro

Gly

Leu
Asn
30
Leu
Thr
Arg
Arg
Sar
110
Agp
Glu
Leu
Thr
Gln
150
Mebt
Asp
Ser
val
Axrg
270
Leu
Ala
Ala
Lys
Leu
350
Gln
Gln

Glu

Val
15

Ley
Gly
Thr
Asp
val
35

Glu
Ala
Ile
Agsn
Arg
175
Lys
Asp
Asn
Ile
Glu
25%
Glu
Arg
Arg
Leu
Glu

335
Ala

Pro
Pro

Ser

Pro
Gln
Leu
Arg
Leu
I}

Ile
Lys
Leu
Ala
Lya
160
Glu
Val
Leu
Leu
Arg
240
Glu
Asn
Ala
Glu
Glu
320

Leu

Ile

Met
Ile

Gln
400
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caggggcecte
tacacktgggt
agaatggtga
catcctocaa
attactgtec
cc

Phe Val Arg

Phe Asn Ile

Gln Gly Leu

45

Glu Tyr Ala

60

Ser Ser Asn

Thr Ala val

Thr Thr Leu

60
120
180
240
30Q
342

agtcaagtty
gqaagcagagyg
tattgaatar
tacagcetac
ctacgaagaa

Ser Gly Ala

15
Lys

Asp Tyr

Glu Trp Ile

Pro Lys Phe

Thr Ala Tyr
80

Tyr Tyr Cys
9%

Thr val

10

Ser

15

<220>
<223> Secuencia codificante del dominio KFCC-GY4 VH
<400> 3
gaggttcage tgragoagto tggggragag tttgtgaggt
tcoctgcacag cttetggett caacattaaa gactactata
cctgaacagy gectggagty gattggatgg attgatcetg
gccccgaagt teragggeaa ggocactatg actgroagaca
ctgcagttca gcagocctgac atetgaggac actgcogtcet
ggotectggg gocaaggrac cactctcaca gtctectcag
<210>4
<211> 114
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Dominio KFCC-GY4 VH
<400> 4
Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu
1 10
Ser Val Lys Leu Ser Cys Thr Ala Ser Gly
20 25
Tyr Ile His Trp Val Lys Gln Arg Pro Glu
38 40
Gly Trp Ile Asp Pro Glu Asn Gly Asp Ile
5C 55
Gln Gly Lys Ala Thr Met Thr Ala Asp Thr
65 70
Leu Gln Phe 3er Ser Leu Thr Ser Glu Asp
8% 20
Leu Tyr Gln Glu Gly Ser Trp Gly Gln Gly
100 165
ser Ala
<210>5
<211>5
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia CDR1
<400> 5
Asp Tyr Tyr Ile His
b3 )
<210>6
<211>17
<212> PRT
<213> Secuencia CDR2
<400> 6
Trp Ile Asp Pro Glu Asn Gly Asp Ile Glu Tyr Ala Pro Lys Phe Gln
1 S 10
Gly
<210>7
<211>4
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

22
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<220>

<223> Secuencia CDR3

<400>7

<210>8
<211>3

36

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2527072 T3

Gln Glu Gly Ser

1

<223> Secuencia codificante del dominio KFCC-GY4 VL

<400> 8

<210>9

gatgttgtga
atctottgca
ttgttacaga
tctygagtec
agcagagtgg
ttecacgttcg

<211> 111
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

tgacccagac
agtcaagtca
ggecaggceea
cbtgacaggtt
aggctgagga
gaggdgggac

<223> Dominio KFCC-GY4 VL

<400> 9

Asp Val

Pro Ala

Gly Lys

Lys Arg
50
Arg Phe

Arg Vval

His Phe

<210> 10
<211> 16
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

val

Mekt Thr

Ile
20
TYT

Ile Tyr
Gly

Ser Ser

Thr
as
Leu

Leu

Thr Ser

Glu Ala Glu
fhe Thr

100

Pro

<223> Secuencia CDR1

<400> 10

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn

1

<210> 11

<211>7

<212> PRT

S

“Asp

teeactcact
gagecteotta
gtectecaaag
cactggcagt
tccgggagtt
caagctggaa

Gln
Cys

Asn

.40

Leu

g5

Gly
70

Phe

Pro Leu
Lys Ser
Trp Leu
Val Ser
Ser Gly
Leu Giy

Gly Gly

ttgtcggtta
aatagtgatg
¢gectaatet
ggatcaggga
tattaccgcer
ataaaa

Thr Leu
ip
Ser Gln
25
Leuw Gln

Lys Leu

Thr Asp

Ser
Ser
Arg
Asp

Phe

ccattggaca
gaaagacata
atctggtgtc
cagatttcac
ggcaaggtac

val Thr

Leu Leu

Pro Gly
Ser
60
Thr

Gly

Leu

75

val Tyr
50
Gly Thr

105

10

23

Tyr

Lys

Cya Trp

Lau Gluy

accagcctoc
tctgaattgg
taaattggac
actgqaaaatc
acatctcccyg

Ile Gly
15

ser

Gln

Asn
30
Gln

hsp

Ser Pro

Val Pro Asp

Ile Ser
80
Thr

Lys
Gln Gly
85
Ile Lys

110

15

60

120
180
240
jco
336
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia CDR2

<400> 11

<210> 12

<211>9

<212> PRT
<213> Secuencia CDR3

<400> 12

<210> 13
<211> 342
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

Trp Gln Gly Thr H
1

ES 2527072 T3

1

5

<223> Secuencia codificante del dominio KFCC-GY-5-VH

<400> 13

caggtccaac
tcctgoaagg
cctggacagg
aatcaaaagt
atgcagctca
gacgtctggg

<210> 14

<211> 114
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

tgcagecagec
cttctggcta
goctcgagey
tcaaggacag
gcagccocgac
gcgcagggac

<223> KFCC-GY5 VH domain

<400> 14

Gln Vval

Sar Val

Ile
Gly Asn
50
Lys Asp
65
Met Gin

Thr Arg

Ser Ala

<210> 15

<211>5

<212> PRT
<213> Secuencia CDR1

Gln Leu Gln
Lau
20

TR

Lys Ser

Asn val

Ile Tyr Pro

Arg Ala Thr

Leu ser

B85

Ser

Phe
100

Asn

Asp

tggggctgag
caccticace
gatcggaaat
gggcacattg
arccgaggac
cacggteace

Gln Pro

Cys Lys

Lys Gln

Ser Asp
5%
Leu Thr
70
Pro Thr

Val Trp

Gly
Ala
Ary
Gly
val
Ser

Gly

ctggtgaggc
agcaactaca
actratoott
actgtagaca
cetgeggeek
gtertoctcay

Ala Glu
10
Ser Gly
25
Pro Gly

Phe Thr

Asp Lys

Leu
Tyr
Gln
Asn

Ser

Lew Val Ser Lys Leu Asp Ser
S

is Phe Pro Phe Thr

ctggggcte
taaactgggkt
ctgatggitt
aatecctccag
attactgtac
o

val Arg

Thr Phe
Leu
45

Asn

Gly

Tyr
60

Ser Ser

5

Glu Asgp
90
Ala Gly

105

24

Sar

Thr

Ala val

Thr Val

agcgaagcty
gaaacagagy
tactaactac
cacagcctac
aagaaacttc

Pro Gly Ala
15

Thr Ser Asn
a0
Glu Trp Ile

Gln Lys Phe

Thr Ala Tyr
80

Tyr Cye
95

Val Ser

Tyt

Thr
119

&0

120
180
240
300
342
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<400> 15

<210> 16

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR2

<400> 16

1
Asp

<210> 17

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR3

<400> 17
Asn Phe Asp Val

1

<210> 18

<211> 336

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2527072 T3

Ser Asn Tyr lle Asn

1

S

10

<223> Secuencia codificante del dominio KFCC-GY5 VL

<400> 18

gatgttgtga tgacccaaac
atctcttgca gatctagtca
tacctgecaga agccaggcca
tcrggggtce cagacaggrt
agcagagtqq aggciLgagga
tLcacgttcg geotcqggggac

<210> 19

<211> 112

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio KFCC-GY5 VL

<400> 19

tccactctoc
gageccttgte
gtctocaaag
cagtggeagt
tctgggagtt
aaagtrggaa

ctgecctgtca gtcttggaga
cacagtaatg gaaacaccta
ctectgatct acacagtttce
ggatcaggge cagatttgac
tatttetgot ctcaaagtas
ataaaa

25

Asn Ile Tyr Pro Ser Asp Gly Phe Thr Asn Tyr Asn Gln Lya Phe Lys
s

15

tcaagcotec
tttacagtag
caaccgatet
actcaagate
acatgttcct

60

120
180
240
aoo
136
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Asp Val Val Met

Asp Gln Ala Serx

20

Asn Gly Asn Thr

35

Pro Lys Leu Leu

50

Asp Arg Phe Ser

Ser Arg Val Glu

Thr His Val Pro

<210> 20

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR1

<400> 20

Arg Ser Ser
1

<210>21

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR2

<400> 21

<210> 22

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia CDR3

<400> 22

<210> 23

<211> 442

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 23

100

Gln S

Thr
Ile
Tyx
Ile
Gly
Ala

BS
Fhe

5

ES 2527072 T3

Gln Thr
Ser Cys
Leu Gln
Tyr Thr
33

Ser Gly
70

Glu Asp

Thr Phe

Pro Leu

Arg Ser
25

40
val Ser

Ser Gly
Leu Gly

Gly Ser
105

Ser
10
Ser

Leu

Pro
Val

20
Gly

10

Leu
Gln
Gln
Arg
Asp
75

Tyr
Thr

Pro
Ser
Lys
Phe
60

Phe
Phe

Lys

Thr Val Ser Asn Arg Phe Ser

1

s

val
Leu
Pro
45

Ser
Thr
Cya

Leu

Ser Gln Ser Thr His val Pro Phe Thr

1

5

26

Ser
Val
30

Gly
Gly
Leu

Ser

Glu
110

Leu
1s

His
Gln
Val
Lys
Gln

95
Ile

Gly
Ser
Ser
Pro
Ile
80

Ser

Lys

er Leu Val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Gln
15



Met
Ser
Ser
TYr
Arg
Gln

Ala

Asn
Asp
145
Leu
Thr
ala
Glr}
Cya
225
Trp
Leu
Asp
Ser
Gln

305
Ala

Gln
Val
Lys
ala
ABS
Ser

Ser

Ala

<210> 24

<211> 2317
<212> ADN
<213> Homo sap

<400> 24

Gly

Ser

Gly
50

ATy
Ser
Ile
Ala
Gln
130
Gln
Asn
1le
Glu
Glu
210
Leu
Arg
Tyr
His
Ley
290
Arg

Lye

Ala
Leu
Arg
370
Leu
Arg

Leu

Gly

iens

Leu
Arg
Ils
as

Asn
Ala
Aan
Met
Ser
115
Arg
Phe

Gln

Glu
195
Arg
Pro
hsp
His
Met
275
Arg
Gln

Gln

Glu
Arg
358
Glu
Asp
Pro
Glu

Ile
435

Ada
Gly
Gln
Val
Glu
Leu
Gln

100
Phe

Tyr
Lye
Lys
Thr
180
Gln
Gln
Leu
Ser
Pro
260
Pro
Ala
Lys

Lys

Cys
340
Lys
Ala
Thr
Met
Glu

420
Pro

Mer
Cys
Phe
His
Gly
Thr
85

Met
Arg
Mer
Asp
val
165
Lys
Lau
Leu
Aep
Ile
245
Leu
Ser
Asp

Leu

Val

325
Ser

Glu
Glu
Cys
Gly
105
Phe

val
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Glu
Trp
Leu
Val
Leu
10

Lys
Trp
Gln
Ala
Met
150
Lya
ASp
val
Ala
Lys
230
Ile
Gly
Leu
Ile
Glu

310
Glu

Arg
Arg
Gln
Ile
%0
Pro
Lys

Ala

His
Tyr
Ile

Ser
55
TYrL

Glu
Lay
Cys
Ala
135
Asn
Thr
Lys
Glu
Lys
218
Asp
Pro
Ser
Met
Glu
295
Ala

Lys

Gln
ASp
Leu
375
Lys
val
Arg

Pro

Gly
Tyr
Ile
40

Thr
Ser
Leu
Asn
Gln
120
Ile
Lys
Leu
Glu
Cys
200
Glu
Lys
Arg
Glu
Ser
280
Arg
a3lin

Glu

Thr
Asn-
60
Aryg
Thr
Pro
Lys

Ser
440

Gly
Leu
25

Leu
Glu
Glin
ABn
Ala
105
Gly
Ile
Ser
Glu
Ser
185
val
Gln
Phe
Ser
Leu
265
Ser
val
Gln

Ala

Gln
145
Leu
Met
Lys
hAan
Ile

425
Ser

27

Ser
hArg
Gly
Ser
Leu
Phe
S0

hrg
Asp
Leu
Cys
Val
170
Val
Lys
Leu
Glu
Leu
250
Ala
Lys
Ala
Gly

Gln

330
Leu

Ala
Glu
Ser
Pro
410

Leu

Gly

Tyxr
Tyx
Leu
Asn
Leu
15

Thr
Arg
Arg
Ser
Asp
155
Glu
Leu
Thr
Gln
Met
235
Asp
Ser
Val
Arg
Leu

11s
Ala

Ala
Lys
Leu
Gln
335
Gln

Glu

Ala
Phe
val
Leu
60

Gly
Thr
Asp
val
Glu
140
Ala
Ile
Leu
Arg
Lys
220
Asp
Asn
Ile
Glu
Glu
ano
Arg

Arg

Leu
Gluy
Ala
3g0
Pro

Pro

ser

Arg
Phe
Leu
45

Gin
Leu
Arg
Leu
Ile
128
Lys
Leu
Ala
Asn
Glu
208
Val

Leu

Arg
Glu
285
Asn
Ala

Glu

Glu
Leu
65
Ile
Met
Ile

Gln

Ala
Leu
30
Fhe
Ala
Thr
Ala
Asp
110
Tyr
Gln
Leu
Lys
Lys
199
Leu
‘Gln
Arg
Gly
Arg
270
Leu
Ser

Ser

Ala

Glu
350
Glu
Arg
Mat
Asp

Arg
410

Gly
Phe
Met
Thr
Ala
Lys
95

Arg
Thx
Cya
Phe

Glu
175

Arg.

Gln
Ala

Asn

Tyr
255
Ala
Ala
Rap
Gln

Lys

335
Lysa

Glu
Asn
Pro
Pro

415
Pro

Gly
val
val
Glu
Sef
80

Asp
Ile
Asa
Arg
Met
160
Lysa
Val
His
Leuy
Leu
240
Asn
Cys
Arg
Leay
Glu

320
Leu

Ala
Lys
Ser
val
400
Ala

Pro .



10

15

20

cggacgegtg
ccatggagca
acctgcgcta
tgckcticat
agcgecgage
tgaccaagga
atgeroegeocg
tcatctacac
gagatcaatt
aggtgaagac
aaagcgtget
gggagctgea
tctgoctgee
ccattatcce
aattggecte
aggageotggce
tccaacgoca
aggtggagaa
cccagetage
agctggaaga
cagocetgga
tgggccctgt
agateorctgga
gaggctccag
gatatgeotca
atcagacaac
cgateccetea
gtcacatate
cgatggegte
acaccgagat
cagacgegge

acacaccatg
tcacacacac
ggccaaggta
cteckecage
gagaacagga
ggcccetgagce
aactcecage
atccttaaaa

<210> 25
<211> 18
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<400> 25
cctgcaggca tccctgta

<210> 26
<211> 16
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<400> 26
cgggccatcc cttggt

<210> 27
<211> 16
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

ggtgagcagg
cggagggtee
ctteottecho
ggtetatgge
cgagggccta
gctcaactte
cgacatggac
gaacaatecag
caaggacatg
gctggaggeg
gctgaacaaa
gcaccaagayg
cctggacaag
acgcagcctg
carccgcaga
ceggagecte
gaagctggaa
ggaggcteag
gctggaggag
gaagaagagg
cacctgoacc
ccocaascec
gtcccagagg
gcctgaggac
cagcgeccga
tcootgcatg
cecagagoac
accgtggega
gtgcagacge
gcagcaacga
gatggcatca

acaacgacac
tttectaccca
cccacaggat
ttcotggect
agccattcac
caggggrgag
corgectgty
aaaaaaaaaa

<223> cebador de oligonucledtidos

18

<223> cebador de oligonucleétidos

16
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gacggtgcac
tacgctegag
ttegtetece
aacgtgcacg
tacagtcage
acgaceogeyg
cgcatcaatg
aggkacatgg
sacaagagcet
gagatagcca
cgegtggeag
cgeccagetqg
gacaagtttg
gacaacctgg
goctgegace
cgggcggata
goccageoagg
gecegggagy
aaggcggtgce
gaggceggage
aagaccaagt
cagcoeatcg
ceeectgcag
caagggatyag
cacaacegece
caaaccgceta
acggeegcag
‘Lggegtcacg
agcacgtcgo
cgtcacggge
cacagacggt

cLatagatat
atcetcacct
cccatceect
cccagecact
ctcegetect
ggtcacctgt
geccgitgaa
aaaaaaaaaa

cggacggegg
<gggyggcag
tcatccaate
tgagcacaga
tcctaggget
ccaaggatge
ccagetteeyg
ctgccatcat
gogatgectt
aggagaadac
aggaacaget
ccaaggagea
agatggacce
gttacaacet
acatgeccag
togaacgeogt
gectgogage
ccaageltcca
tgcggaagga
agctcaggat
cgcagecgat
acccagctag
ggatccctgt
ceocgaccegg
tocecgecges
gtacectete
agatgacgte
tggccacgta
acacagacat
catgtcgacg
gatgatgtca

ggcaccaaca
agcgtcacat
cococgoacage
tCctcaccee
tgagcgtgag
tgtcgggagyg

atgttggatgg

a2a33ad

28

gatcgagcaa
ctctogggage
cctoatcate
gtccaacctg
cacggoerce
caccatgcag
ccagtgccag
cttgagtgag
gerocttcatg
catrigcact
ggttgaatge
actgcaaaag
tcgtaacctg
ctaccatecce
ccrcatgage
ggcccgcgag
cagtcaggag
agctgaatge
acgagacaac
ggagctggce
gatgccagtyg
cctggaggag
agocccatec
cggrttgegg
¢ccaaccace
acaccegeac
acgcaagcaa
gacgtcacga
ggggaacttg
tcacacatat
cacacagaca

tcacatgcac
tcccccgace
coctgggeccee
cagtgectgg
tgttcccagg
ggagccacic
cacttaataa

atgggtctgy
tgctagtaty
ctggggcicg
caggecacceg
cagtccaact
atgtggctga
ggtgaccggg
aagcaaktgca
ctgaatcaga
aaggataagg
gtgaaaacec

gtgcaagece

tggagggact
ctgggctcgy
teccaaggiygyg
aactcagacec
gcgaaacaga
tcrooggeaga
ctggccaagg
atcagaaacct
LCaaggeeca
ttcaagagyga
agtggctgay
aggatgcagy
cagggeocaco
cogogoctca
cggegetgac
agagatatag
gcatgacgtc
taatgtcaca
cagtgacaac

gecatgooett
ctggcacacg
agcacctcre
acccggagge
acccectegg
cttcLecece
atattagtaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
8490
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860

isz20
1380
2040
2100
2160
2220
2280
2317
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<220>
<223> sonda de oligonucleodtidos

<400> 27
ccccatccag tggctg 16

<210> 28

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtidos

<400> 28
ccttgagegt gagtgtttcca 21

<210> 29

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtidos

<400> 29
gtccceccaac ttgagatgta tgaag 25

<210> 30

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtidos

<400> 30
ggcagggctg ggagttg 17

<210>31

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtidos

<400> 31
gtctcaagtc agtgtacagg taagec 25

<210> 32

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleoétidos

<400> 32
ctcccaggga gaccaa 16

<210> 33

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleodtidos

29
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<400> 33
aaggagtggc tccectee 18

<210> 34

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de oligonucleétidos

<400> 34
catatgaacg tgcacgtgag cacagagtcc

<210> 35

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleotide primer

<400> 35
ggatcctgag catatccctg catcctce

28
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une especificamente a la SEC ID N° 23 con una
Kgq de 107 M o menor medida usando una microbalanza de cristal de cuarzo ANTQ300, para su uso en un
procedimiento in vivo para detectar carcinoma hepatocelular (HCC) en un sujeto, que comprende administrar el
anticuerpo por inyeccion intra-arterial o inyeccion intravenosa, en el que el anticuerpo comprende un radioisétopo,
obtener una imagen del higado de un sujeto y detectar la acumulacion del anticuerpo en el higado de un sujeto en el
que el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno comprende

a) un dominio variable de anticuerpo que comprende una CDR1 que consiste en la SEC ID N° 5, una CDR2 que
consiste en la SEC ID N° 6, y una CDR3 que consiste en la SEC ID N° 7; y un dominio variable de anticuerpo que
comprende una CDR1 que consiste en la SEC ID N° 10, una CDR2 que consiste en la SEC ID N° 11, y una
CDR3 que consiste en la SEC ID N° 12; o

b) un dominio variable de anticuerpo que comprende una CDR1 que consiste en la SEC ID N° 15, una CDR2 que
consiste en la SEC ID N° 16, y una CDR3 que consiste en la SEC ID N° 17 y un dominio variable de anticuerpo
que comprende una CDR1 que consiste en la SEC ID N° 20, una CDR2 que consiste en la SEC ID N° 21, y una
CDR3 que consiste en la SEC ID N° 22.

2. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo para su uso en la reivindicacién 1 (a), en el que el
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende un dominio V4 que tiene la secuencia de
aminoacidos de la SEC ID N° 4.

3. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo para su uso en la reivindicacién 1 (a), o reivindicacion 2,
en el que el anticuerpo comprende un dominio V. que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 9.

4. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo para su uso en la reivindicacion 1 (b), en el que el
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende un dominio V4 que tiene la secuencia de
aminoacidos de la SEC ID N° 14.

5. El anticuerpo o fragmento de unidn a antigeno del mismo para su uso en la reivindicacién 1 (b), o reivindicacion 4,
en el que el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende un dominio V, que tiene la secuencia
de aminoacidos de la SEC ID N° 19.

6. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo para su uso en una cualquiera de las reivindicaciones
precedentes, en el que el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo policlonal, un anticuerpo quimérico,
un anticuerpo humanizado, o un anticuerpo humano.

7. Un procedimiento de diagnostico de un carcinoma hepatocelular en un sujeto, que comprende detectar el nivel de
proteina PLVAP en una muestra del sujeto y determinar que el nivel de la proteina PLVAP en la muestra esta
aumentado respecto a un control, en el que el nivel de proteina PLVAP en una muestra del sujeto se detecta usando
un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que comprende

a) un dominio variable de anticuerpo que comprende una CDR1 que consiste en la SEC ID N° 5, una CDR2 que
consiste en la SEC ID N° 6, y una CDR3 que consiste en la SEC ID N° 7; y un dominio variable de anticuerpo que
comprende una CDR1 que consiste en la SEC ID N° 10, una CDR2 que consiste en la SEC ID N° 11, y una
CDR3 que consiste en la SEC ID N° 12; o

b) un dominio variable de anticuerpo que comprende una CDR1 que consiste en la SEC ID N° 15, una CDR2 que
consiste en la SEC ID N° 16, y una CDR3 que consiste en la SEC ID N° 17 y un dominio variable de anticuerpo
que comprende una CDR1 que consiste en la SEC ID N° 20, una CDR2 que consiste en la SEC ID N° 21, y una
CDR3 que consiste en la SEC ID N° 22.

8. El procedimiento de la reivindicacion 7 (a), en el que el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo
comprende un dominio Vy que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 4.

9. El procedimiento de la reivindicacion 7 (a), o reivindicacion 8, en el que el anticuerpo comprende un dominio Vi
que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 9.

10. El procedimiento de la reivindicacion 7 (b), en el que el anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo
comprende un dominio Vy que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 14.

11. El procedimiento de la reivindicacion 7 (b), o reivindicacion 10, en el que el anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno del mismo comprende un dominio V. que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 19.

12. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 11, en el que el anticuerpo es un anticuerpo
monoclonal, un anticuerpo policlonal, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado, o un anticuerpo humano.

13. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 12, en el que el anticuerpo o fragmento de unién
a antigeno del mismo esta marcado con un is6topo radiactivo.
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Algoritmo de identificacion de genes de expresion diferencial extrema

Pares de "tejido tumoral" y "no tumoral adyacente"

V

Estudio de perfiles de expresion génica

|

Determinar expresion génica
Estado presente frente a ausente/marginal por MAS 5.0 y dChip

Identificar genes de expresion diferencial extrema entre tejidos tumorales
y no tumorales adyacentes emparejados

v

"Presente" en tumor "Ausente/marginal” en tumor
frente a . frente a
"Ausente/marginal” en tejido adyacente Presente" en tejido adyacente
\l/FiItro de rigurosidad J/Fﬂrro de rigurosidad
Genes especificos de tumor Genes especificos de tejido

normal o no tumoral

FIG. 1
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1 atgggcagcagccatcatcatcatcatcacagcageggcectggtg
M G $ S H H H H HH S S G L V

46 ccgcgcggcagccatatgaacgtgecacgtgagcacagagtccaac
P R G §S H M NV HV § T E S N

91 ctgcaggccaccgagcgccgagccgagggectatacagtcagete
L 2 AT EURURAETGTUL Y 85 Q L

136 ctagggctcacggcctcccagtccaacttgaccaaggagctcaac
L 6 L T A S Q@ S N L T K E L N

181 ttcaccacccgcgccaaggatgccatcatgcagatgtggctgaat
F T TR A KDATIMOQMWIL N

226 gctecgcegcgacctggaccgcatcaatgeccagectteecgecagtge
A R R DL DRI NA S F R Q C

271 cagggtgaccgggtcatctacacgaacaatcagaggtacatggct
Q G DR V I ¥ T NDNOQR Y M A

316 gccatcatcttgagtgagaagcaatgcagagatcaattcaaggac
A I I L s E K Qg C R D Q F K D

361 atgaacaagagctgdgatgccttgctcttcatgctgaatcagaag
M N K 8 ¢ DA L L FMULDNGQK

406 gtgaagacgctggaggtggagatagccaaggagaagaccatttgce
v K T L E VvV E I A K E K T I C

451 actaaggataaggaaagcgtgctgctgaacaaacgcgtggeggag
T K D K E $S v L, L N K R V A E

496 gaacagctggttgaatgcgtgaaaacccgggagctgcagcaccaa
E @ L v E € V K TR E L Q H Q

541 gagcgccagctggccaaggagcaactgcaaaaggtgcaagececte
E R Q L A K E Q L Q K V Q@ A L

586 tgcctgcccecctggacaaggacaagtttgagatggaccttegtaac
¢ L P L D KD KV F E MD L R N

631 ctgtggagggactccattatcccacgcagecctggacaacctgggt
L w R D S I I P R S L D N L G

676 tacaacctctaccatcccctgggctcggaattggectecatecge
Y N L Y H P L G S E L A & I R

721 agagcctgcegaccacatgceccagectcatgagetccaaggtggayg
R A ¢ D H M P S L M 5 S K V E

766 gagctggcccggagcectceccgggcggatatcgaacgecgtggcccgce
E L AR 8§ L R A DI E R V A R

811 gagaactcagacctccaacgccagaagctggaageccagcaggge
E N S DL Q R Q K L E A Q Q G

856 ctgcgggccagtcaggaggcgaaacagaaggtggagaaggaggcet
L R A S Q E A K Q K V E K E A

901 caggcccgggaggccaagctceccaagctgaatgecteccggecagacce
Q AR E A K L Q A E C S R QT

946 cagctagegcetggaggagaaggcggtgctgecggaaggaacgagac

Q L A L E E K A V L R K E R D

FIG. 4A
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aacctggccaaggagctggaagagaagaagagggaggcggagceag
N L A K E L E E K K R E A E Q
ctcaggatggagctggccatcagaaactcagecectggacacctge
LR M EL A I RDNS AL DT C
atcaagaccaagtcgcagccgatgatgecagtgtcaaggecccatg
I KX T K S Q P M M. P V 5.R P M
ggccctgtceccccaacccccageccatcgacccagectagectggag
G p V P N P Q P I D P A S L E
gagttcaagaggaagatcctggagtcccagaggcccocctgcaggce
E F K R K I L E S Q R P P A G
atccctgtagecccatccagtggetga

I P V A P S s G * (SECDNY2

ggaggctccaggcctgaggaccaagggatggecegacteggeggt

ttgcggaggatgecagggatatgetcacag (SECIDN°1)

FIG. 4B
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Células endoteliales HCC
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