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DESCRIPCION
Anticuerpos monoclonales anti-claudina 1 para la inhibicién de la infeccién por virus de la hepatitis C
Solicitudes relacionadas

La presente solicitud reivindica prioridad sobre la Solicitud de Patente Europea N° EP 08 305 597.0 registrada el 25 de
septiembre de 2008.

Estado de la técnica

El virus de la hepatitis C (VHC) es un gran problema de salud mundial, con una estimacién de 150-200 millones de
personas infectadas por todo el mundo, incluyendo al menos 5 millones de individuos infectados en la Unién Europea
(Pawlotsky, 2004). De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, suceden de 3 a 4 millones de nuevas
infecciones cada afio. A menudo la infeccidn es asintomatica, sin embargo, la mayoria de individuos infectados por
VHC desarrollan infeccion cronica (Hoofnagle, 2002; Lauer, 2001; y Seeff, 1995). La infeccion crénica por VHC da
como resultado frecuentemente en enfermedad hepética grave, incluyendo fibrosis y esteatosis (Chisari, 2005).
Aproximadamente el 20 % de los pacientes con infeccién cronica por VHC desarrollan cirrosis hepética, que progresa
a carcinoma hepatocelular en el 5 % de los casos (Hoofnagle, 2002).

La infeccidn crénica por VHC es la principal indicacion para trasplantes hepaticos (Seeff, 2002). Desafortunadamente,
el trasplante de higado no es una cura para la hepatitis C; la recurrencia viral es un problema invariable y una causa
principal de pérdida del injerto (Brown, 2005). No hay vacunas disponibles que protejan frente al VHC. Las terapias
actuales incluyen la administracion de ribavirina y/o interferon alfa (IFN-a), dos agentes antivirales no especificos.
Usando un tratamiento combinado de IFN-a pegilado y ribavirina, se logra una eliminacion persistente en
aproximadamente el 50 % de los pacientes con hepatitis C cronica. Sin embargo, un gran nimero de pacientes tiene
contraindicaciones para uno de los componentes de la combinacién, no pueden tolerar el tratamiento, no responden a
la terapia con IFN o experimentan una recidiva cuando se interrumpe la administracion. Ademas de la eficacia limitada
y los efectos secundarios sustanciales, tales como neutropenia, anemia hemolitica y depresion grave, las terapias
antivirales actuales también se caracterizan por un elevado coste.

Hasta hace poco, el desarrollo de agentes terapéuticos mas efectivos para combatir la infeccién por VHC se habia
visto impedido por la carencia de un sistema de cultivo celular que soportase la replicacion de VHC. La produccion
robusta de VHC infeccioso en cultivo celular se ha logrado recientemente usando un genoma de VHC Unico derivado
de la sangre de un paciente japonés con hepatitis C fulminante (JFH-1) (Wakita, 2005; Lindenbach, 2005; Zhong,
2005). La capacidad de la cepa JFH-1 de VHC para liberar particulas infecciosas en cultivo celular (VHCcc) vy el
desarrollo de seudoparticulas de VHC retrovirales (VHCpp) (Bartosch, 2003; Hsu, 2003) ha permitido estudios acerca
del mecanismo de la entrada y replicacion del VHC que han conducido a la identificacién de biomoléculas diana
terapéuticas potenciales.

El VHC es un virus de hebra de ARN positiva clasificado en el género Hepacivirus, dentro de la familia Flaviviridae. La
traduccion del principal marco abierto de lectura del genoma de VHC da como resultado la producciéon de una
poliproteina de aproximadamente 3000 aminoacidos de longitud, que se escinde co- y pos-traduccionalmente
mediante la accidn coordinada de proteasas celulares y virales en al menos 10 proteinas maduras, incluyendo dos
glucoproteinas de envuelta (E1 y E2). El VHC inicia la infeccién uniéndose a moléculas o receptores en la superficie de
los hepatocitos. Las pruebas actuales sugieren que al menos cuatro moléculas de la célula hospedadora son
importantes para la entrada del VHC in vitro: la tetraspanina CD81 (Pileri, 1998), el receptor limpiador (scavenger) de
clase B tipo | (SB-RI) (Zeisel, 2007; Bartosch, 2003; Grove, 2007; Kapadia, 2007; Scarselli, 2002), ocludina (Ploss,
2009) y claudina-1 (CLDN1), una proteina integral de membrana y un componente de las hebras de unién estrecha
(Evans, 2007). Se ha comunicado que las glucoproteinas de VHC interactian directamente con CD81 y SR-BI
(Cocquerel, 2006). Los estudios de mutagénesis y de bloqueo mediante anticuerpos con versiones marcadas de
CLDN1 sugieren que el primer bucle extracelular esta implicado en las interacciones con el VHC (Evans, 2007). Sin
embargo, no esta claro el papel exacto que juega cada uno de los receptores.

La identificacion de estos receptores o correceptores para el VHC ha abierto nuevas vias para el desarrollo de agentes
terapéuticos y profilacticos como candidatos a farmacos para la prevencion y/o tratamiento de la infeccion por VHC.
Por tanto, por ejemplo, Nicosia y colaboradores han generado anticuerpos monoclonales frente a SR-Bl humana
nativa que inhiben la unién de E2 de VHC a SR-BI y bloquean de manera eficiente la infeccion de células de hepatoma
por VHCcc de manera dependiente de la dosis (Catanese, 2007; documento WO 2006/005465). La Solicitud de
Patente Europea N° EP 1 256 348 divulga sustancias con efectos antivirales (por ejemplo, anticuerpos, proteinas,
polisacéaridos sulfatados y compuestos de bajo peso molecular) que inhiben la union de E2 de VHC y CD81. La
Solicitud Internacional de Patente WO 2007/130646 describe ensayos in vitro y basados en células para identificar
agentes que interfieren en las interacciones de VHC con claudina-1, previniendo de este modo la infeccién por VHC.
Ya que el desarrollo de nuevos enfoques terapéuticos contra el VHC sigue siendo una meta de elevada prioridad,
estos estudios son prometedores ya que demuestran que los agentes que afectan a la entrada del VHC en células
susceptibles puede constituir una alternativa efectiva y segura a las terapias contra el VHC actuales.
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Objeto de lainvencion

La presente invencion se refiere a sistemas y estrategias dirigidos para la prevencién y/o tratamiento de la infeccion
por VHC y enfermedades relacionadas con el VHC. En particular, la presente invencion se dirige a anticuerpos que
interfieren en las interacciones VHC-célula hospedadora uniéndose al dominio extracelular de claudina-1, un receptor
de VHC conocido. Sin desear quedar ligados a teoria alguna, se cree que la unién de dicho anticuerpo al dominio
extracelular de claudina-1 en una superficie celular bloguea la entrad de VHC a la célula y por lo tanto previene la
infeccion de la célula por VHC. Los solicitantes han demostrado que los anticuerpos anti-claudina inhiben la unién de la
glucoproteina de la envuelta E2 y los viriones a lineas celulares permisivas a VHC en ausencia de interaccion
claudina-E2 detectable. Los solicitantes han demostrado que los anticuerpos neutralizan la infectividad del VHC
reduciendo la asociacién de la glucoproteina de la envuelta E2 con la superficie celular e interrumpiendo las
interacciones CD81-claudina-1. Los anticuerpos pueden usarse para el tratamiento profilactico o terapéutico de la
infeccion por VHC (infeccion por VHC aguda o crénica) y de enfermedades o trastornos relacionados con el VHC (por
ejemplo, inflamacién del higado, cirrosis, carcinoma hepatocelular y trasplante de higado). Los anticuerpos, tales como
los proporcionados en el presente documento, que inhiben la entrada de VHC a las células son particularmente
atractivos como agentes terapéuticos antivirales. Un inhibidor de la entrada del VHC no necesita cruzar la membrana
plasmatica o modificarse intracelularmente. Ademas, ya que la entrada viral esta mediada por estructuras conservadas
de las membranas virales y celulares, los inhibidores de la entrada viral de anticuerpos pueden ser muy potentes y
menos susceptibles al desarrollo de resistencia viral.

Mas especificamente, en un aspecto, la presente invencién proporciona lineas celulares de hibridoma que secretan
anticuerpos monoclonales que se unen especificamente al dominio extracelular de claudina-1 humana. En particular,
los presentes Solicitantes han depositado ocho de dichas lineas celulares de hibridoma en el DSMZ (Deutsche
Sammlung von Mikro-organismen und Zel- Ikuturen GmbH, Inhoffenstrafe 7 B, 38124 Braunschweig, Alemania) el 29
de julio de 2008. Se les asignd los Numeros de Acceso DSM ACC2931, DSM ACC2932, DSM ACC2933, DSM
ACC2934, DSM ACC2935, DSM ACC2936, DSM ACC2937, y DSM ACC2938. El dep6sito se hizo de conformidad con
las disposiciones del Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Depdsito de Microorganismos
con fines del procedimiento de patentes (Tratado de Budapest).

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un anticuerpo monoclonal que se secreta por una cualquiera de las
lineas celulares de hibridoma depositadas con los Numeros de Acceso DSM ACC2931, DSM ACC2932, DSM
ACC2933, DSM ACC2934, DSM ACC2935, DSM ACC2936, DSM ACC2937, y DSM ACC2938. El anticuerpo
monoclonal puede o no aislarse y/o purificarse a partir de cultivos de hibridoma. En determinadas realizaciones, el
anticuerpo monoclonal es una inmunoglobulina del isotipo de cadena pesada (H) y cadena ligera kappa (L) de rigG2a.
En otras realizaciones, el anticuerpo monoclonal es una inmunoglobulina del isotipo de cadena pesada (H) y cadena
ligera kappa (L) de rlgG2b.

Como han demostrado los Solicitantes, los anticuerpos monoclonales secretados por las lineas celulares de hibridoma
depositadas se unen especificamente al dominio extracelular de claudina-1 humana e inhiben de manera eficiente la
infeccion por VHC in vitro. La presente divulgacion también abarca cualquier fragmento bioldgicamente activo de los
anticuerpos monoclonales de la invencion, es decir, cualquier fragmento o porcidon que conserve la capacidad del
anticuerpo monoclonal de interferir con las interacciones VHC-células hospedadoras, y/o unirse especificamente al
dominio extracelular de claudina-1 humana, y/o inhibir o bloquear la entrada del VHC a células susceptibles a VHC, y/o
reducir o prevenir la infeccion por VHC de células susceptibles.

Mas generalmente, la presente divulgacién abarca cualquier molécula que comprende un anticuerpo monoclonal
anti-claudina-1 o un fragmento del mismo, incluyendo anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados, anticuerpos
desinmunizados y moléculas derivadas de anticuerpos que comprenden al menos una regidon determinante de la
complementariedad (CDR) de una region variable de cadena pesada o cadena ligera de un anticuerpo monoclonal
anti-claudina-1 de la invencion secretados por una linea celular de hibridoma, incluyendo moléculas, tales como
fragmentos Fab, fragmentos F(ab’)z, fragmentos Fd, anticuerpos Sc (anticuerpos monocatenarios), diacuerpos,
cadenas ligeras individuales de anticuerpos individuales, cadenas pesadas de anticuerpos individuales, fusiones
quiméricas entre cadenas de anticuerpos y otras moléculas, y conjugados de anticuerpos, tales como anticuerpos
conjugados a un agente diagndstico (resto detectable) o a un agente terapéutico, siempre que estas moléculas
relacionadas con los anticuerpos conserven al menos una propiedad bioldgica relevante del anticuerpo monoclonal de
la invencion del que se "derivan". La propiedad biologica relevante puede ser la capacidad de interferir en las
interacciones VHC-células hospedadoras, unirse especificamente al dominio extracelular de claudina-1 humana,
inhibir o bloquear la entrada del VHC a células susceptibles a VHC, y/o reducir o prevenir la infecciéon por VHC de
células susceptibles. En determinadas realizaciones preferidas, un fragmento biolégicamente activo de un anticuerpo
monoclonal de la invencion se une especificamente al dominio extracelular de claudina-1 humana.

Los Solicitantes han demostrado que los anticuerpos monoclonales secretados por las lineas celulares de hibridoma
depositadas reconocen un epitopo que se ve fuertemente afectado por las mutaciones en el motivo conservado del
primer bucle extracelular de claudina-1 humana. Este motivo es: W(30)-GLW(51)-C(54)-C(64). En consecuencia, en
determinadas realizaciones, un anticuerpo monoclonal de acuerdo con la presente invenciéon, o un fragmento
biolbgicamente activo del mismo, reconoce un epitopo que depende de la estructura del motivo conservado
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W(30)-GLW(51)-C(54)-C(64) en el primer bucle extracelular de claudina-1.

De manera similar, los Solicitantes han demostrado que los anticuerpos monoclonales secretados por las lineas
celulares de hibridoma no tienen reactividad cruzada con claudina-1 murina pero tienen reactividad cruzada con su
ortélogo en el primate no humano mono cinomolgo (Macaca fascicularis) Por lo tanto, en determinadas realizaciones,
un anticuerpo monoclonal de acuerdo con la presente invencion, o un fragmento biolégicamente activo del mismo, no
se une a claudina-1 de roedor pero se une a claudina-1 de primate no humano.

En general, un anticuerpo de la presente invencién inhibe la unién de la glucoproteina de la envuelta E2 o viriones
infecciones a lineas celulares permisivas al VHC; e inhibe la asociacion (o asociaciones) CD81-claudina-1.

Los anticuerpos monoclonales y moléculas relacionadas con anticuerpos de la presente invenciéon pueden ser de
aplicacion en una variedad de tratamientos profilacticos y terapéuticos. Por consiguiente, en otro aspecto, se
proporcionan los anticuerpos monoclonales y las moléculas relacionadas con anticuerpos para prevenir la infeccion de
una célula por VHC (por ejemplo, una célula susceptible o una poblacién de células susceptibles); para prevenir o
tratar la infeccion por VHC o una enfermedad relacionada con el VHC en un sujeto; para controlar la infeccion crénica
por VHC; y para prevenir la recurrencia del VHC en un paciente de trasplante de higado. La infeccion por VHC puede
deberse a VHC de un genotipo seleccionado del grupo que consiste en genotipo 1, genotipo 2, genotipo 3, genotipo 4,
genotipo 5 y genotipo 6, 0 mas especificamente a un subtipo seleccionado del grupo que consiste en subtipo 1a,
subtipo 1b, subtipo 2a, subtipo 2b, subtipo 2c, subtipo 3a, subtipo 4a-f, subtipo 5a, y subtipo 6a.

En un aspecto relacionado, la presente divulgacion proporciona un método para reducir la probabilidad de que una
célula susceptible se infecte por VHC como resultado del contacto con el VHC, que comprende poner en contacto a la
célula susceptible con una cantidad eficaz de un anticuerpo o molécula relacionada con el anticuerpo de la invencién.
También se proporciona un método para reducir la probabilidad de que las células susceptibles de un paciente se
infecten por VHC como resultado del contacto con el VHC, que comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de
un anticuerpo o molécula relacionada con el anticuerpo de la invencioén. La presente invencion también proporciona un
método para tratar o prevenir la infeccién por VHC o una enfermedad asociada al VHC (por ejemplo, una enfermedad
0 patologia hepéatica) en un sujeto que lo necesite que comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de un
anticuerpo monoclonal o molécula relacionada con el anticuerpo de la invencién. La divulgacion también proporciona
un método para controlar la infeccién crénica por VHC en un sujeto que lo necesite que comprende administrar al
sujeto una cantidad eficaz de un anticuerpo monoclonal o molécula relacionada con el anticuerpo de acuerdo con la
invencion.

También se proporciona un método para prevenir la recurrencia del VHC en un paciente con trasplante de higado, que
comprende administrar al paciente una cantidad eficaz de un anticuerpo monoclonal o molécula relacionada con el
anticuerpo. La administracion de un anticuerpo o molécula relacionada con el anticuerpo a un sujeto puede ser por
cualquier via adecuada, incluyendo, por ejemplo, por via parenteral, aerosol, oral y tépica. El anticuerpo monoclonal o
molécula relacionada con el anticuerpo puede administrarse sola 0 en combinacion con un agente terapéutico, tal
como un agente antiviral.

Los anticuerpos monoclonales y moléculas relacionadas con el anticuerpo pueden administrarse per se 0 como
composiciones farmacéuticas. Por consiguiente, en otro aspecto, la presente invencién proporciona el uso de un
anticuerpo monoclonal o molécula relacionada con el anticuerpo para la fabricacién de medicamentos, composiciones
farmacéuticas, o kits farmacéuticos para el tratamiento y/o prevencion de la infeccion por VHC y enfermedades
asociadas al VHC.

En un aspecto relacionado, la presente invencidn proporciona una composicion farmacéutica que comprende una
cantidad eficaz de un anticuerpo monoclonal o molécula relacionada con el anticuerpo y al menos un vehiculo o
excipiente farmacéuticamente aceptable. En determinadas realizaciones, la composicion farmacéutica esta adaptada
para su administracion en combinacién con un agente terapéutico adicional, tal como un agente antiviral. En otras
realizaciones, la composicién farmacéutica comprende ademas un agente terapéutico adicional. tal como un agente
antiviral. Los agentes antivirales adecuados para su uso en los métodos y composiciones farmacéuticas de la presente
invencion incluyen, pero sin limitacion, interferones (por ejemplo, interferén alfa, interferén alfa pegilado), ribavirina,
anticuerpos (monoclonales o policlonales) anti-VHC, inhibidores de ARN polimerasa, inhibidores de la proteasa,
inhibidores de IRES, inhibidores de helicasa, compuestos antisentido, ribozimas, y cualquier combinacion de los
mismos.

Cuando se conjugan a un resto detectable, un anticuerpo monoclonal o molécula relacionada con el anticuerpo de la
invencion puede ser de aplicacion en una variedad de métodos no terapéuticos, por ejemplo, en el diagnéstico y/o
pronostico de determinadas enfermedades, tales como canceres. De hecho, se ha demostrado que el nivel de
expresion de claudina-1 es un marcador diagnéstico o prondstico Gtil para diferentes canceres. Por consiguiente, en
otro aspecto, la presente invencién proporciona el uso de un anticuerpo monoclonal o una molécula relacionada con el
anticuerpo para la fabricacion de composiciones o kits para el diagnéstico y/o pronéstico de determinados canceres.

En un aspecto relacionado, la presente invencion proporciona un método para detectar claudina-1 en una muestra
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biolégica que comprende poner en contacto la muestra biolégica con un anticuerpo durante un tiempo y en condiciones
que permiten que se forme un complejo anticuerpo-claudina-1 entre el anticuerpo y la claudina-1 presente en la
muestra bioldgica; y detectar (y/o cuantificar) la presencia de cualquier complejo anticuerpo-claudina-1 formado. El
anticuerpo (o molécula relacionada con el anticuerpo) usado en dicho método se conjuga preferentemente a un resto
detectable. En determinadas realizaciones, la muestra biolégica se obtiene de un sujeto, por ejemplo, de un sujeto que
se sospecha que tenga cancer. El diagnéstico o pronostico puede proporcionarse basandose en la presencia,
ausencia o cantidad de complejo anticuerpo-claudina-1 formado, por ejemplo, después de la comparacion con los
resultados obtenidos en idénticas condiciones para una muestra biolégica obtenida de un sujeto sano.

Estos y otros objetos, ventajas y caracteristicas de la presente divulgacion seran evidentes para los expertos
habituales en la materia que hayan leido la siguiente descripcion detallada de las realizaciones preferidas.

Descripcion de las figuras

La Figura 1 es un conjunto de dos gréaficas que ilustran la unién especifica de suero de rata anti-CLDN-1 humana
expresado en células CHO. El suero policlonal anti-CLDN-1 dirigido contra el bucle del ectodominio de CLDN-1 se
suscité mediante inmunizacion genética de ratas Wistar usando un plasmido que porta ADNc de CLDN-1 humana
(véase el Ejemplo 1). Las células CHO se transfectaron con pcADN-CLDN-1 o un vector de control (pcADN). La
citometria de flujo de células CHO no permeabilizadas transfectadas con CLDN-1 o control incubadas con suero
policlonal de rata anti-CLDN-1 humana e IgG anti-rata conjugada a PE demostraron la interaccion especifica de
anticuerpos anti-CLDN-1 con CLDN-1 (Figura 1B). Por el contrario, no se observé interaccion en las células CHO
transfectadas con el vector de control e incubadas con suero anti-CLDN-1 (Figura 1A).

La Figura 2 es un conjunto de tres graficas que demuestra la interaccion de anticuerpos anti-CLDN-1 con el
ectodominio de CLDN-1 en células de hepatoma humano Huh7.5.1 (Figura 2A), y hepatocitos humanos (Figura
2B). La expresion en la superficie celular de CLDN-1 se determind mediante citometria de flujo usando suero de
rata anti-CLDN-1 humana o suero pre-inmune de control (véase el Ejemplo 1). Los histogramas correspondientes a
la expresion en la superficie celular de las moléculas de superficie celular respectivas (curvas abiertas) estan
superpuestas con los histogramas de células incubadas con el control de isotipo adecuado (curvas con sombreado
gris). El suero de rata anti-CLDN-1 humana detectd especificamente a CLDN-1 en la superficie de células de
hepatoma humano Huh7.5.1 y en hepatocitos humanos primarios.

La Figura 3 es un conjunto de imagenes de inmunofluorescencia que muestra la expresion de CLDN-1 en células
Caco2 (A) y Huh7.5.1 (B). Los paneles inferiores de la Figura 3A y de la Figura 3B muestran células Caco2 y
células Huh7.5.1, respectivamente, que se tifieron para CLDN-1 usando anticuerpos policlonales anti-CLDN-1
dirigidos contra los ectodominios de CLDN-1 ("AcP anti-CLDN-1"), y un anticuerpo comercial anti-CLDN-1 dirigido
contra el dominio C-terminal intracelular ("AcM anti-CLDN-1") y para el ntcleo usando DAPI, tal como se describe
en el Ejemplo 1. Los controles se muestran en los paneles superiores de la Figura 3A y de la Figura 3B, donde las
células Caco2 y las células Huh7.5.1, respectivamente, se incubaron con IgG policlonal de rata ("AcP de control"),
IgG monoclonal de ratén ("AcM de control”), y DAPI. Las barras de escala representan 10 pm.

La Figura 4 es un conjunto de dos graficas que muestran la inhibicion de la infeccién por VHC (infeccion por
VHCcc de Jcl) por anticuerpos anti-CLDN-1 (antisuero policlonal de rata anti-CLDN-1). La Figura 4A muestra los
resultados obtenidos para células Huh7.5.1 que se preincubaron durante 1 hora a 37 °C con suero de rata
anti-CLDN-1 (dilucién 1/50) o suero de control ("pan-rata") antes de la infeccién con VHCcc JC1 durante 3 horas a
37 °C. La infeccién por VHC se determind mediante la cuantificacion de ARN de VHC en lisados de células
Huh7.5.1 infectadas 72 horas después de la infeccion. EI ARN total se aislé y se cuantific6 en ARN de VHC
mediante pRT-PCR. La Figura 4B muestra la inhibicién de la infeccién por VHCcc de Hcl por inmunoglobulina
anti-CLDN-1 purificada. La IgG anti-CLDN-1 se purificé a partir del suero N° 2 y se afiadi6 a células Huh7.5.1 tal
como se describe en el Ejemplo 1 (CTRL - IgG de control). La infeccién por VHC se determindé mediante
cuantificacion de ARN de VHC tal como se describe anteriormente. Los resultados se muestran como media del %
de infectividad de VHCcc + DE a partir de determinaciones por duplicado de uno de al menos dos experimentos
independientes.

La Figura 5(A) muestra la dependencia de la dosis de la inhibicion de VHCcc de Luc-Jcl por anticuerpos
anti-SR-BI, anti-CD81 y anti-CLDN-1. El uso de concentraciones de anticuerpo que bloquearon la infeccion por
VHC de manera sub-maxima permitid la observacion de efectos aditivos o sinérgicos. Las células Huh7.5.1 se
preincubaron durante 1 hora a 37 °C con AcM anti-CD81 (0,1 y 0,05 pg/ml), AcM de ratdn de control (IgGm: 0,1y
0,05 pg/ml), suero de rata anti-SR-BI (1/200, 1/400, y 1/800), suero de rata anti-CLDN-1 (1/100, 1/200, 1/400) o
suero de rata preinmune de control (CTRL: 1/200) antes de la infeccion con VHCcc de Luc-Jcl durante 4 horas a
37 °C. La infeccién por VHC se determiné midiendo la actividad de luciferasa a las 48 horas después de la
infeccion. Los datos se expresan como porcentaje de infectividad de VHCcc de Luc-Jcl en ausencia de anticuerpo.
Se muestran las medias + DE de cuatro experimentos efectuados por duplicado. La Figura 5(B)-(D) es un conjunto
de cuatro graficas que muestran el efecto aditivo de anticuerpos anti-SR-BI, anti-CD81 y anti-CLDN-1 en la
inhibicion de la entrada de VHCcc. Se preincubaron las células Huh7.5.1 durante 1 hora a 37 °C con anti-SR-BI de
rata (1/400, 1/800). anti-CLDN-1 de rata (1/200, 1/400) y anti-CD81 de ratén (0,05, 0,1 pg/ml) solos (barras negras)
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0 en combinacion (barras grises) antes de la infeccion con VHCcc de Luc-Jcl durante 4 horas a 37 °C. La infeccién
por VHCcc se determind como se describe en (A). Los datos se expresan como porcentaje de infectividad de
VHCcc de Luc-Jcl en ausencia de anticuerpo. Se muestran las medias + DE de cuatro experimentos efectuados
por duplicado.

La Figura 6(B) muestra la cinética de inhibicion de la entrada de VHCcc en células de hepatoma humano por AcM
anti-CD81 (m), suero de rata anti-SR-BI (¢), suero de rata anti-CLDN-1 (A) o suero de rata de control (A). La
inhibicion de la entrada de VHCcc de Luc-Jcl en células Huh7.5.1 mediante suero de rata anti-CLDN-1 (1/100),
suero de rata anti-SR-BI (1/100), suero de rata de control (1/100) o anticuerpo monoclonal anti- CD81 (5 pg/ml) se
llevd a cabo tal como se muestra en la ilustracion esquematica del disefio experimental presentado en la Figura
6(A). Después de la unién del virus a las células diana, se lavaron las células, y se afiadieron los inhibidores cada
20 minutos durante 120 minutos a 37 °C para permitir que se produjese la entrada. Las lineas discontinuas indican
los intervalos de tiempo en los que los inhibidores estuvieron presentes. La actividad de luciferasa se determiné 48
horas después y se expresa en relacion a las infecciones de control efectuadas del mismo modo pero sin adicién de
inhibidores. Los resultados en (B) se expresan como porcentaje de infectividad de VHCcc de Luc-Jcl en ausencia
de anticuerpo. Se muestran las medias + DE de uno de tres experimentos efectuados en duplicado.

La Figura 7 es un conjunto de cinco graficas que muestran los resultados del analisis por citometria de flujo para
los sueros obtenidos de 5 ratas inmunizadas contra claudina-1 humana (tal como se describe en el Ejemplo 2). Las
curvas negras muestran los resultados en células de mamifero (BOSC23) transfectadas de manera transitoria con
vector de expresion de claudina-1 humana y las curvas en rojo con un ADNc irrelevante. Un desplazamiento en la
curva negra hacia la derecha indica positividad. Los anticuerpos se detectaron con un anticuerpo 1gG anti-rata
marcado con PE (FL2).

La Figura 8 es una grafica que muestra los resultados del andlisis de la inhibicion de la infeccion con VHC
infeccioso recombinante (VHCcc de Luc-Jcl) con sobrenadantes de hibridoma que contienen anticuerpos
anti-CLDN-1 (cuyos nombres se indican sobre el eje x). Los sobrenadantes de hibridoma se obtuvieron tal como se
describe en el Ejemplo 2. Los resultados se muestran como porcentaje de infeccién por VHCcc de Luc-Jcl en
presencia o ausencia de sobrenadante de hibridoma (con infeccion en presencia de PBS = 100 %). OM-3E5,
OM-6D9, OM-7C11, OM-4A4, OM-6E1, OM-7D3, OM-7D4, OM-7C8 y OM- 8A9 mostraron una inhibicién marcada
de infeccion por VHC, mientras que OM-5A1, OM-6G10, y OM-5A8 no mostraron efectos. El control negativo
corresponde a células no infectadas.

La Figura 9(A) es un conjunto de ocho graficas que muestran los resultados del andlisis por citometria de flujo para
sobrenadantes de anticuerpo monoclonal obtenidos de linfocitos agrupados de ratas inmunizadas contra
claudina-1 humana (tal como se describe en el Ejemplo 2). Las curvas en negro muestran los resultados en células
de mamifero transfectadas de manera transitoria con vector de expresion de claudina-1 humana
(pCMV-SPORT6-CLDN1) y las curvas en rojo con un ADNc irrelevante (pCMV-SPORT®6). Un desplazamiento en la
curva negra hacia la derecha indica positividad. Los anticuerpos se detectaron con un anticuerpo IgG anti-rata
marcado con PE (FL2). Los ejes x e y muestran las intensidades medias de fluorescencia y el nimero relativo de
células tefiidas, respectivamente. La Figura 9(B) es una grafica que muestra la union especifica de seis
anticuerpos monoclonales anti-CLDN-1 humana a CLDN-1 expresada en la superficie celular de células CHO
transfectadas estudiada mediante citometria de flujo. Las células CHO se transfectaron con pCMV-SPORT6-
CLDNL1 (barras rayadas) o vector de control (pCMV-SPORT®6; barras negras). La Figura 9(C) es una grafica que
muestra la union de los seis anticuerpos monoclonales a la CLDN-1 expresada en la superficie de células Huh7.5.1
de hepatoma y hepatocitos primarios humanos (PHH) y en células BOSC23 como control negativo. Los resultados
se muestran como la media de unidades relativas de fluorescencia (URF) calculadas para cada experimento
efectuado por duplicado. La Figura 9(D) muestra las imagenes obtenidas de CLDN-1 en la superficie celular de
células Huh7.5.1 vivas no permeabilizadas mediante anticuerpo monoclonal anti-CLDN-1. Las células Huh7.5.1 se
incubaron con anticuerpos control de isotipo de rata u OM-7D3-A3 anti-CLDN-1 (10 yg/ml), un anticuerpo
secundario anti-rata conjugado a Cy5 y se analiz6 tal como se describe en el Ejemplo 2. Los nicleos de las células
se tifieron con DAPI. La Figura 9(E) es una grafica que muestra la unién de los seis anticuerpos monoclonales a
CLDN-1 expresado en la superficie celular en hepatocitos primarios de cinomolgo estudiada mediante citometria
de flujo.

La Figura 10 es un conjunto de dos graficas que muestran las propiedades de uniéon de AcM anti-CLDN-1 a lineas
celulares Huh7.5.1 permisivas a VHC. Las células Huh7.5.1 se incubaron con concentraciones en aumento de AcM
anti-CLDN-1 tal como se describe en el Ejemplo 2. La unién de los AcM se revelé mediante citometria de flujo
usando AcM de IgG anti-rata conjugado a PE. Como control, se usé una IgG2 humana de isotipo emparejado.

La Figura 11 es una grafica que muestra la inhibicion dependiente de la dosis de la infecciéon por VHCcc por
anticuerpos anti-CLDN-1 usando viriones infecciosos que contienen las proteinas estructurales de la cepa de
genotipo 2a J6 de VHC(Luc-Jcl) y de la cepa de genotipo 1b Conl (Luc-Conl). (A) las células Huh7.5.1 se
preincubaron con concentraciones en aumento de anticuerpos anti-CLDN-1 o de control de isotipo de rata (CTRL
Igl) durante 1 hora a 37 °C antes de la infeccién con VHCcc de Luc-Jcl (genotipo 2a), (B) las células Huh7.5.1 se
preincubaron con anticuerpos anti-CLDN-1 (10 pg/ml de anticuerpos OMG6E1-B5; OM-7D3-B3; OM-8A9-A3),
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anti-CD81 (10 pg/ml) o de control de isotipo de rata (CTRL IgG; 10 ug/ml) o en ausencia de anticuerpo (CTRL)
antes de la incubacién con VHCcc de Luc-Conl durante 4 horas a 37 °C. El VHCcc de Luc-Conl contiene las
proteinas estructurales de la cepa de genotipo 1b Conl de VHC. La infeccién por VHC se determiné mediante la
medicién de la actividad de luciferasa 48 horas después de la infeccién tal como se describe en el Ejemplo 2. Se
muestra la media + DE de un experimento representativo efectuado en triplicado.

La Figura 12 es un conjunto de graficas que muestra que los anticuerpos monoclonales anti-CLDN1 neutralizan de
manera cruzada a los VHCpp que portan las glucoproteinas de la envuelta derivadas de los principales genotipos
de VHC. Se usaron diferentes cepas de VHCpp basados en MLV que portan las glucoproteinas de la envuelta de
las cepas H77 (genotipo 1a), HCV-J (genotipo 1b), JFH1 (genotipo 2a), UKN3a 1.28 (genotipo 3), UKN4a 21.16
(genotipo 4), UKN 5.14.4 (genotipo 5), y UKN 6.5.340 (genotipo 6). Se usaron seudoparticulas de VSV como
control. Las VHCpp y VSVpp se produjeron tal como se describe en el Ejemplo 2. Las células Huh7 se
preincubaron con concentraciones en aumento de anticuerpos anti-CLDN-1 de rata o de control de isotipo de rata
durante 1 hora a 37 °C antes de la infeccion con VHCpp o VSVpp durante 4 horas a 37 °C. La infeccién por VHCpp
y VSV se determiné mediante medicion de la actividad de luciferasa 72 horas después de la infeccion tal como se
describe en el Ejemplo 2. Se muestra la media + DE de un experimento representativo efectuado en triplicado.

La Figura 13 es un conjunto de graficas que muestran la inhibicién de la infeccion por VHCpp en hepatocitos
humanos primarios. Las VHCpp basadas en VIH que portaban glucoproteinas de la envuelta de VHC H77
(genotipo 1a) HCV-J (genotipo 1b), JFH-1 (genotipo 2a), UKN3A.1.28 (genotipo 3) se produjeron tal como se
describe en el Ejemplo 2. Los hepatocitos humanos primarios se preincubaron con anticuerpos anti-CLDN-1 de
rata o de control de isotipo de rata (10 pg/ml) durante 1 hora a 37 °C antes de la infeccion con VHCpp durante 4
horas a 37 °C. La infeccion por VHCpp se determiné mediante la medicion de la actividad de luciferasa 72 horas
después de la infeccion tal como se describe en el Ejemplo 2. Se muestra la media + DE de experimentos
representativos efectuados en triplicado.

La Figura 14 muestra que los anticuerpos monoclonales anti-CLDN-1 neutralizan de manera cruzada la infeccion
por cuasiespecies de VHC en dos pacientes individuales con infeccion cronica por VHC (véase el Ejemplo 2). La
Figura 14(A) muestra la distribucién relativa de las tres variantes denominadas VJ, VI, VK (subtipo 1b) en el primer
paciente infectado por VHC basandose en el alineamiento de secuencias de HVR1. Los aminoacidos deducidos de
dominios de glucoproteinas de la envuelta se muestran a la derecha. Los cambios de aminoacidos se indican en
letras rojas en negrita. La Figura 14(B)-(C) es un conjunto de dos graficas que muestran la inhibicién de la
infeccion por VHCpp que portan glucoproteinas de la envuelta de cuasiespecies virales en este paciente mediante
anti-CLDN1 OM-7D3 (25 pg/ml) en células Huh7.5.1 (B) y hepatocitos humanos primarios (C). La Figura 14(D)
muestra la distribucion relativa de las variantes (denominadas VA-VY; subtipo 1b) en un segundo paciente con
infeccion cronica por VHC baséandose en el alineamiento de las secuencias E1IE2 completas. La Figura 14(E)-(F)
es un conjunto de dos gréficas que muestran la infeccion de células Huh7.5.1 por VHCpp que portan
glucoproteinas de la envuelta de cuasiespecies virales del segundo paciente con hepatitis C crénica (D) y su
neutralizacion por anti-CLDN-1 OM-7D3 (25 pg/ml) (E). La infeccion por VHCpp se analizé tal como se describe en
el Ejemplo 2. La neutralizacion mediante anticuerpo anti-CLDN-1 solo se determin6 para VHCpp derivados de las
cuasiespecies con infectividad detectable. Las variantes virales que contienen un codon de terminacién se indican
mediante un asterisco. Se muestra la media = DE de un experimento representativo efectuado en triplicado. ND -
no efectuado; CTRL IgG - anticuerpo de control de isotipo de rata.

La Figura 15 es un conjunto de dos graficas que muestran la prevencién de la infeccion por VHC de VHCpp que
portan glucoproteinas de la envuelta de pacientes con escapada de las respuestas neutralizantes del hospedador
y reinfeccion del injerto de higado. Las VHCpp (cepas denominadas VD, VH, VK) que portan glucoproteinas de la
envuelta de tres pacientes diferentes con escapada de las respuestas neutralizantes del hospedador y reinfeccion
del injerto hepatico (subtipo 1b de VHC) se produjeron tal como se describe en el Ejemplo 2. La prevencion de la
infeccion por VHCpp se determind preincubando hepatocitos humanos primarios con anticuerpo anti-CLDN-1
OM-7D3 (25 pg/ml) o anticuerpos anti-CD81 o de control de isotipo (CTRL) (25 pg/ml) durante 1 hora a 37 °C antes
de la infeccién con VHCpp durante 4 horas a 37 °C. La infeccion se analizé tal como se describe en el Ejemplo 2.
Se muestra la media + DE de experimentos representativos efectuados en triplicado.

Figure 16 es un conjunto de gréaficas que muestran la ausencia de toxicidad de los anticuerpos monoclonales
anti-CLDN-1 en células Huh7.5.1 y hepatocitos humanos primarios (PHH). Los efectos citotdxicos en las células se
determinaron en triplicados por metabolizacién de MTT. Las células Huh7.5.1 (A) y los hepatocitos humanos
primarios de tres donantes distintos (B-D) se incubaron con anticuerpo monoclonal de rata, anti-CLDN-1
OM-7D3-B3 (10 pg/ml), flavopiridol (10 pM) o compuesto C (20 yM) durante 48 horas y se analizaron por
metabolizacion de MTT. La viabilidad celular relativa se determindé en comparacién con hepatocitos humanos
primarios o células Huh7.5.1 incubadas con placebo (= 100 %). (D) Se afiadieron compuesto C (0,01-100 puM),
anticuerpo anti-CLDN-1 OM-7D3 (0,01-100 uM) o anticuerpo de control de isotipo a hepatocitos humanos primarios
en dosis en aumento y se determing la toxicidad tal como se describe en los paneles (B) y (C).

La Figura 17 es un conjunto de graficas que muestra la competiciéon cruzada de dos anticuerpos monoclonales
anti-CLDN-1 1 en estudios de unién e infeccién. Figura 17(A): La competicion entre AcM anti-CLDN-1 se midi6
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usando un ELISA basado en células. Las células Huh7.5.1 se incubaron con 0,1 yg/ml de AcM anti-CLDN-1
biotinilado (OM-8A9-A3 - panel superior u OM-7D3-B3 - panel inferior) junto con concentraciones en aumento de
AcM anti-CLDN-1 no marcados como competidores. Después del lavado de las células en PBS, se detectd la union
de anticuerpo biotinilado mediante incubacion con estreptavidina marcada con peroxidasa de rabano picante. La
unién se midié como unidades relativas de fluorescencia (URF). Las curvas determinadas por medicion de la uniéon
en presencia de un control emparejado de isotipo (AcM de control negativo) se compararon con aquellas
determinadas en presencia del anticuerpo competidor. Figura 17(B): Competicion cruzada entre el panel completo
de anticuerpos monoclonales anti-CLDN-1. La competicion cruzada se analizé tal como se muestra en el panel A
usando 0,1 ug/ml de AcM anti-CLDN-1 biotinilado (mostrado sobre el eje x) y 10 pg/ml del AcM anti-CLDN-1 o un
control de isotipo no marcado (anticuerpo de control irr) (mostrado en el eje y). La unién de AcM anti-CLDN-1
biotinilado sucedi6 solo en presencia de anticuerpo de control de isotipo. Figura 17(C): Competicion cruzada de
anticuerpos en estudios de infeccién. Las células Huh7.5.1 se preincubaron con anticuerpos anti-CLDN-1 o de
control de isotipo de rata durante 1 hora a 37 °C antes de la infeccién con VHCcc de Luc-Jcl tal como se describe
en el Ejemplo 2. Para estudiar la competicion cruzada, se afiadieron simultaneamente bajas concentraciones de
AcM anti-CLDN-1 (0,5 pg/ml) antes de la infeccion por VHC. El uso de concentraciones de anticuerpo que
bloquearon la infeccion por VHC de manera sub-maxima permitié la observacion de efectos aditivos o sinérgicos.
El efecto de las combinaciones de anticuerpos se indica mediante un "+" (concentracion final 1 pg/ml) (barras
rayadas).

La Figura 18 es un conjunto de gréaficas que muestran que los anticuerpos monoclonales anti-CLDN-1 se unen a
un epitopo que es fuertemente dependiente de la conservacién del motivo elevadamente conservado de claudina:
W(30)-GLW(51)-C(54)-C(64). La union del anticuerpo se efectud tal como se describe en el Ejemplo 2 usando
plasmidos pQCXIN-hClaudinl que codifican CLDN-1 de tipo silvestre o CLDN-1 que contiene mutaciones definidas
indicadas en el eje x. Se muestra la unién de los anticuerpos monoclonales anti-CLDN1 (OM- 7D3-B3 (A) y
OM-8A9-A3 (B)) a CLDN1 mutante en relacion a la unién a CLDN1 de tipo silvestre (barras negras). La expresion
adecuada de CLDN-1 de tipo silvestre y mutante en células Bosc transfectadas de manera transitoria se confirmo
mediante analisis por citometria de flujo de los niveles de expresion del marcador HA y anticuerpo anti-HA (barras
abiertas) excepto para el mutante 132A donde el marcador HA estaba ausente y se determind la expresion de
CLDN-1. La union de anticuerpo anti-HA a HA de CLDN-1 mutante en relacion a HA de CLDN-1 de tipo silvestre se
muestra como control interno para la expresion de CLDN-1 mutante (barras abiertas).

La Figura 19 es una grafica que muestra la unién de los seis anticuerpos monoclonales a la expresion de CLDN-1
de la superficie celular en células Huh7.5.1 de hepatoma humano y células de hepatoma Hepal.6 de ratén
estudiadas mediante citometria de flujo. Los resultados se muestran como la fluorescencia relativa media y cada
experimento se realizé por duplicado. Se us6 un anticuerpo monoclonal anti-CD81 como control positivo.

La Figura 20 es un conjunto de graficas que muestran la inhibicién dependiente de la dosis de la union de E2 a
lineas celulares permisivas mediante anticuerpos anti-CLDN-1. (A) Unién de glucoproteina E2 recombinante a
células Huh7.5.1 permisivas. Las células Huh7.5.1 se preincubaron con suero preinmune de control de rata (CTRL:
panel izquierdo) o anticuerpos anti-CLDN-1 de rata (panel derecho) diluidos a 1/100 durante 1 hora a temperatura
ambiente. La union de E2 se detectd mediante citometria de flujo. Las células incubadas en ausencia de anticuerpo
y E2 (PBS) sirvieron como control negativo (NC - histogramas con sombreado suave). Se muestra un experimento
representativo. (B) Unién de glucoproteina E2 recombinante a células Huh7.5.1 permisivas. Las células Huh7.5.1
se preincubaron con anticuerpos anti-CD81 de rata, anti-SR-BI de rata y anti-CLDN-1 de rata o suero preinmune de
control de rata (todos diluidos a 1/100) durante 1 hora a temperatura ambiente. La unién a E2 se detecté mediante
citometria de flujo. Los resultados se expresan como porcentaje de union de E2 en ausencia de anticuerpo (PBS).
Se muestra la media + DE de cuatro experimentos efectuados por duplicado. (C) Inhibicion dependiente de la dosis
de unién de E2 a células Huh7.5.1 por anti-CLDN-1. Las células Huh7.5.1 se preincubaron con diferentes
diluciones de anticuerpos policlonales anti-CLDN-1 de rata (cuadrados negros) o suero preinmune de control de
rata (rombos negros)- Los resultados se expresan como porcentaje de unién de E2 en ausencia de anticuerpo. Se
muestra la media + DE de cuatro experimentos efectuados por duplicado. (D) Union de glucoproteina E1
recombinante a células Huh7.5.1 permisivas. Las células Huh7.5.1 se preincubaron con heparina, anti-CD81 de
ratén (JS-81; 5 ug/ml), IgG de control (CTRL) de ratén (5 ug/ml), anti-CLDN-1 de rata (1/100), suero preinmune de
rata (1/100) durante una hora a temperatura ambiente. La unién de E1 se detectdé mediante citometria de flujo. Los
resultados se expresan como porcentaje de unién de E1 en ausencia de anticuerpo (PBS). Se muestra la media +
DE de dos experimentos efectuados por duplicado. Los resultados se expresan como porcentaje de uniéon de E2 en
ausencia de anticuerpo (PBS). Se muestra la media + DE de dos experimentos efectuados por duplicado.
***P<(0,0001 (prueba t). (E) Unién de VHCcc a células Huh7.5.1 permisivas. Las células Huh7.5.1 se preincubaron
con heparina, anti-CLDN-1 de rata, anti-SR-BI de rata o suero preinmune de control de rata (PI) (todos diluidos a
1/100) durante 1 hora a temperatura ambiente antes de la incubaciéon con VHCcc (cepa Jcl) que se habian
purificado parcialmente a partir de sobrenadantes de cultivos celulares usando ultracentrifugacion de gradiente.
Después de la incubacion con VHCcc, los VHCcc no unidos se retiraron lavando las células con PBS. La unién de
VHCcc se cuantificé entonces mediante RT-PCR del ARN de VHC unido a las células, que se indica en el eje y.

La Figura 21 es un conjunto de graficas que muestra la unién celular de la glucoproteina de la envuelta E2 a
células CHO que expresan CD81 y SR-BI pero que no expresan CLDN-1- (A) Expresion de factores de entrada
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humanos en células CHO transfectadas. Las células CHO se transfectaron con plasmidos de expresion que
codifican CLDN-1, SR-Bl 0 CD81 humanos tal como se describe en el Ejemplo 3. Las células CHO transfectadas se
analizaron mediante citometria de flujo usando control de rata (CTRL), anti-CLDN-1 de rata (panel izquierdo),
anti-SR-BI de rata (panel intermedio) o IgG de control de raton y anti-CD81 (JS-81; panel derecho). (B) Union de
glucoproteina de la envuelta E2 a células CHO que expresan factores de entrada de VHC humanos. Las células
CHO se transfectaron con plasmidos individuales de expresion que codifican CLDN-1, SR-BI o CD81 tal como se
ha indicado. La union celular de E2 se analiz6 mediante citometria de flujo. Se muestra un experimento
representativo efectuado por duplicado.

La Figura 22 es un conjunto de dos graficas que muestra la inhibicién por anti-CLDN-1 de la asociacion del
correceptor de CD81-CLDN-1 usando analisis FRET. Las células HEK293T cotransfectadas para expresar AcGFP,
CD81 y DsRED.CD81, AcGFP-CLDN1 y DsRED.CD81, o AcGFP.CLDN1 y DsRED.CLDN1 se sembraron sobre
cubreobjetos de vidrio y se trataron con sueros preinmunes o anti-CLDN-1 durante 1 hora. Se fijaron las células, se
obtuvieron las imagenes mediante microscopia confocal de barrido de laser y se midi6 el FRET entre las proteinas
AcGFP donantes y DsRED aceptoras. El porcentaje de FRET se define como la frecuencia de pixeles que
demuestran FRET en relacion al nimero total de pixeles analizados en la membrana plasmatica de diez células.
***P<(0,0001, **P<0,01 (prueba t). Se cuantificaron AcGFP.CLDN1 y DsRED.CLDN1 en localizaciones
intracelulares (en negro) y de la membrana plasméatica (en blanco) en células no tratadas y tratadas con
anti-CLDN-1 y se determind el porcentaje de CLDN-1 en cada localizacion.

La Figura 23 es un conjunto de graficas que muestra la inhibicién de la transmision célula a célula de VHC
mediante un anticuerpo monoclonal anti-CLDN-1. Las células Huh7.5.1 productoras de Jc1 por electroporacion se
co-cultivaron durante 24 horas con células Huh7.5 GFP+ receptoras en ausencia de anticuerpos (A) o en presencia
de anticuerpo anti-CD81 (10 ug/ml) para bloquear la transmision libre de células de VHC (B) o en presencia de
anti-CD81 y anti-CLDN-1 para bloquear la transmision libre de células y de célula a célula (C). En cada panel, los
cuadrantes inferiores contienen células no infectadas (el inferior izquierdo representa células GFP- VHC-, el inferior
derecho representa células GFP+ VHC-); el superior izquierdo representa células productoras infectadas GFP-
VHC+; y el superior derecho representa células receptoras recién infectadas GFP+ VHC+. En la representacion de
puntos, la altura de FL1 (FL1-H) representa la intensidad de fluorescencia de GFP y la altura de FL2 (FL2-H)
representa la intensidad de fluorescencia de anticuerpos anti-ndcleo/PE (A-C). La frecuencia relativa de células
receptoras GFP+ VHC+ con los distintos tratamientos se ilustra den (D). Se muestran los resultados de un
experimento representativo. La incubacién de células con anticuerpos de control de isotipo de rata mostrd no tener
ningun efecto sobre el nivel de infeccién de VHC (datos no mostrados).

La Figura 24 es una gréfica que muestra la inhibicion de infeccion por VHC mediante un anticuerpo monoclonal
anti-CLDN-1 (7D3) afiadido después de la infeccién. Las células Huh7.5.1 se infectaron con VHCcc de Luc-Jcl.
Cuatro horas después de la infeccion, se afiadieron a las células el anticuerpo monoclonal anti-CLDN-1 (7D3) o un
anticuerpo monoclonal de control de isotipo de rata (50 ug/ml). La infeccion por VHC se cuantific6 mediante
expresion de indicador de luciferasa en los dias 3, 5, 7 y 9 después de la infeccién y se ilustra como carga viral
(Logio RLU). El medio se cambid cada 2 dias con reposicion de nuevos anticuerpos (50 pug/ml). El umbral para
deteccion positiva de la carga viral en este ensayo es 800 RLU (linea de puntos). Se muestran los resultados de un
experimento representativo. Los valores son medias de duplicados. Abreviaturas: RLU - unidades de luz relativa.

Definiciones
A lo largo de la memoria descriptiva, se emplean varios términos que se definen en los siguientes péarrafos.

Tal como se usa en el presente documento, el término "sujeto” se refiere a un ser humano u a otro mamifero (por
ejemplo, primate, perro, gato, cabra, caballo, cerdo, raton, rata, conejo, y similares), que puedes ser el hospedador del
virus de la hepatitis C (VHC), pero puede o no estar infectado por el virus, y puede o no padecer una enfermedad
relacionada con el VHC. Los sujetos no humanos pueden ser animales transgénicos o modificados por otros medios.
En varias realizaciones de la presente invencion, el sujeto es un ser humano. En dichas realizaciones, se cita
normalmente al sujeto como a un "individuo”. El término "individuo" no indica una edad particular, y por lo tanto abarca
recién nacidos, nifios, adolescentes, y adultos.

Tal como se usa en el presente documento, el término "VHC" se refiere a cualquier genotipo, subtipo, aislado y/o
cuasiespecie principal de VHC. Los genotipos de VHC incluyen, pero sin limitacion, los genotipos 1, 2, 3, 4, 5, y 6; los
subtipos de VHC incluyen, pero sin limitacién, los subtipos 1a, 1b, 2a, 2b, 2c, 3a, 4a-f, 5a 'y 6a.

Las expresiones "afectado por VHC" o "infectado por VHC" se usan de manera intercambiable en el presente
documento. Cuando se usan en referencia a un sujeto, se refieren a un sujeto que tiene al menos una célula que esta
infectada por VHC. La expresion "infeccién por VHC" se refiere a la introduccién de la informacion genética del VHC
en una célula diana, tal como mediante fusiéon de la membrana de la célula diana con el VHC o una célula positiva a
glucoproteina de la envuelta de VHC.

Los términos "enfermedad relacionada con VHC " y "enfermedad asociada a VHC" se usan de manera
intercambiable en el presente documento. Se refieren a cualquier enfermedad o trastorno que se sabe o se sospecha
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que esta asociado con y/o causado por, directa o indirectamente, el VHC. Las enfermedades relacionadas con el VHC
(o asociadas con el VHC) incluyen, pero sin limitacién, una amplia variedad de enfermedades hepaticas, tales como el
estado de portador subclinico de hepatitis aguda, hepatitis cronica, cirrosis, y carcinoma hepatocelular. La expresion
incluye sintomas y efectos secundarios de cualquier infeccion por VHC, incluyendo infecciones latentes, persistentes y
subclinicas, ya sea o no clinicamente evidente la infeccion.

El término "tratamiento” se usa en el presente documento para caracterizar un método o proceso que esta dirigido a
(1) retrasar o prevenir la aparicion de una enfermedad o afeccion (por ejemplo, infeccion por VHC o enfermedad
relacionada con VHC); (2) frenar o detener la progresion, agravamiento, o deterioro de los sintomas de la enfermedad
o afeccion; (3) producir una mejora de los sintomas de la enfermedad o afeccidn; o (4) curar la enfermedad o afeccién.
Un tratamiento puede administrarse antes de la aparicion de la enfermedad o afeccidén, para una accion profilactica o
preventiva. Como alternativa o adicionalmente, puede administrarse un tratamiento después del inicio de la
enfermedad o afeccion, para una accion terapéutica.

Se define que una "composicion farmacéutica" en el presente documento comprende una cantidad eficaz de al
menos un anticuerpo (o un fragmento del mismo) de la invencién, y al menos un vehiculo o excipiente
farmacéuticamente aceptable.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion "cantidad efectiva" se refiere a cualquier cantidad de un
compuesto, agente, anticuerpo, o composicién que es suficiente para cumplir su fin (o fines) previsto, por ejemplo, una
respuesta biolégica o médica deseada en una célula, tejido, sistema o sujeto. Por ejemplo, en determinadas
realizaciones de la presente invencion, el fin (o los fines) puede ser: prevenir la infeccién por VHC, prevenir la aparicion
de una enfermedad relacionada con el VHC, frenar, aliviar o detener la progresion, agravamiento o deterioro de los
sintomas de una enfermedad relacionada con el VHC (por ejemplo, hepatitis C cronica, cirrosis, y similares); producir
la mejora de los sintomas de la enfermedad, o curar la enfermedad relacionada con el VHC.

La expresion "vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable" se refiere a un medio transportador que no
interfiere con la efectividad de la actividad bioldgica del principio activo (0 de los principios activos) y que no es
excesivamente toxico para el hospedador a la concentracion a la que se administra. La expresion incluye disolventes,
medios de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isotonicos, y agentes
retardantes de la absorcién, y similares. El uso de dichos medios y agentes para sustancias farmacéuticamente activas
se conoce bien en la técnica (véase, por ejemplo, "Remington's Pharmaceutical Sciences”, E.W. Martin, 182 Ed., 1990,
Mack Publishing Co.: Easton, PA, que se incorpora en este documento por referencia en su totalidad).

El término "anticuerpo”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier inmunoglobulina (es decir,
una molécula de inmunoglobulina intacta, una porcién activa de una molécula de inmunoglobulina, etc.) que se une a
un epitopo especifico. El término abarca anticuerpos monoclonales y anticuerpos policlonales. Todos los derivados y
fragmentos de los mismos, que mantienen la capacidad de union especifica, también estan incluidos en el término. El
término también abarca cualquier proteina que tenga un dominio de unién, que es homélogo o elevadamente
homologo a un dominio de unién de inmunoglobulina. Estas proteinas pueden derivarse de fuentes naturales, o
producirse parcial o completamente de manera sintética.

La expresion "union especifica”, cuando se usa en referencia a un anticuerpo, se refiere a un anticuerpo que se une
a un antigeno predeterminado. Tipicamente, el anticuerpo se une con una afinidad de al menos 1 x 10' MY, y se une al
antigeno predeterminado con una afinidad que es al menos dos veces mayor que la afinidad de unién a un antigeno no
especifico (por ejemplo, BSA, caseina).

La expresion "claudina-1 humana o CLDN1 humana" se refiere a una proteina que tiene la secuencia mostrada en el
Numero de Acceso del NCBI NP_066924, o a cualquier variante de origen natural que se encuentra de manera comun
en poblaciones humanas permisivas a VHC. La expresion "dominio extracelular" o "ectodominio" de claudina-1 se
refiere a la region de la secuencia de claudina-1 que se extiende en el espacio extracelular (es decir, el espacio fuera
de una célula).

Las expresiones "célula susceptible" y "célula susceptible a VHC" se usan de manera intercambiable. Se refieren a
cualquier célula que puede infectarse con VHC. Las células susceptibles incluyen, pero sin limitacion, a células de
higado o hepaticas, células primarias, células de hepatoma, células Caco2, células dendriticas, células placentarias,
células endometriales, células de los nddulos linfaticos, células linfoides (linfocitos B y T), células mononucleares de
sangre periférica, y monocitos/macréfagos.

La expresion "prevenir, inhibir o bloquear infecciones por VHC" cuando se usa en referencia a un anticuerpo o a
una molécula relacionada con el anticuerpo de la invencion, significa reducir la cantidad de informacién genética de
VHC introducida en una célula susceptible o poblacion de células susceptibles en comparacion con la cantidad que
podria introducirse en ausencia del anticuerpo o molécula relacionada con el anticuerpo.

El término "aislado", tal como se usa en el presente documento en referencia a una proteina o polipéptido, significa
una proteina o polipéptido, que por virtud de su origen o manipulacion se separa de al menos algunos componentes
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con los que se asocia de manera natural o con los que se asocia cuando se obtiene inicialmente. Por "aislado"”, se
pretende indicar como alternativa o adicionalmente que la proteina o el polipéptido de interés se produce o sintetiza por
la acciéon del hombre.

Los términos "proteina”, "polipéptido”, y "péptido" se usan de manera intercambiable en el presente documento, y se
refieren a secuencias de aminoacidos de una variedad de longitudes, ya sea en sus formas neutras (no cargadas) o
como sales, y ya estén o no modificadas por glucosilacion, oxidacion de cadenas laterales, o fosforilacion. En
determinadas realizaciones, la secuencia de aminoacidos es una proteina nativa de longitud completa. En otras
realizaciones, la secuencia de aminoacidos es un fragmento mas pequefio de la proteina de longitud completa. En
otras realizaciones adicionales, la secuencia de aminoacidos se modifica mediante sustituyentes adicionales unidos a
las cadenas laterales de aminoacidos, tales como unidades de glucosilo, lipidos, o iones organicos, tales como
fosfatos, asi como modificaciones relativas a conversiones quimicas de las cadenas, tales como oxidacion de grupos
sulfhidrilo. Por tanto, el término "proteina” (0 sus términos equivalentes) pretende incluir la secuencia de aminoacidos
de la proteina nativa de longitud completa, o un fragmento de la misma, sometida a aquellas modificaciones que no
cambian de manera significativa sus propiedades especificas. En particular, el término "proteina" abarca isoformas de
proteinas, es decir, variantes que estan codificadas por el mismo gen, pero que difieren en su pl o PM, o en ambas
cosas. Dichas isoformas pueden diferir en su secuencia de aminoéacidos (por ejemplo, como resultado de una variacion
alélica, corte y empalme alternativo o protedlisis limitada), o como alternativa, pueden surgir a partir de modificaciones
pos-traduccionales (por ejemplo, glucosilacion, acilacion, fosforilacion).

El término "analogo", tal como se usa en el presente documento en referencia a una proteina, se refiere a un
polipéptido que posee una funcién similar o idéntica a la de la proteina pero no comprende necesariamente una
secuencia de amino4cidos que sea similar o idéntica a la secuencia de aminoacidos de la proteina o una estructura
gue sea similar o idéntica a la de la proteina. Preferentemente, En el contexto de la presente invencion, un analogo de
proteina tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos un 30 %, mas preferentemente, al menos un 35 %,
40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o0 99 % idéntica a la secuencia de
aminoacidos de la proteina.

El término "fragmento” o el término "porcion”, tal como se usa en el presente documento en referencia a una
proteina, se refiere a un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos de al menos 5 restos de
aminoacidos consecutivos (preferentemente, al menos aproximadamente: 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 125, 150, 175, 200, 250 o mas restos de aminoacidos) de la secuencia de aminoacidos de una proteina. El
fragmento de una proteina puede o no poseer una actividad funcional de la proteina.

La expresion "biol6gicamente activo", tal como se usa en el presente documento para caracterizar a una variante,
analogo o fragmento de proteina, se refiere a una molécula que comparte suficiente identidad u homologia de
secuencia de aminoacidos con la proteina para mostrar propiedades similares o idénticas a las de la proteina. Por
ejemplo, un fragmento biolégicamente activo de un anticuerpo de la invencién es un fragmento que mantiene la
capacidad del anticuerpo para unirse al dominio extracelular de claudina-1.

El término "homodlogo" (u "homologia"), tal como se usa en el presente documento, es sinénimo del término
"identidad" y se refiere a la similitud de secuencia entre dos moléculas de polipéptido o entre dos moléculas de &cido
nucleico. Cuando se ocupa una posicién en ambas secuencias comparadas por la misma base o el mismo resto de
aminoéacido, las moléculas respectivas son homologas en esa posicion. El porcentaje de homologia entre dos
secuencias se corresponde con el nimero de posiciones coincidentes u homologas compartidas por las dos
secuencias divididas entre el nUmero de posiciones comparadas y multiplicado por 100. En general, se efectia una
comparacion cuando se alinean dos secuencias para proporcionar la maxima homologia. Las secuencias de
aminoacidos homologas comparten secuencias de aminoacidos idénticas o similares. Los restos similares son
sustituciones conservativas para, o "mutaciones puntuales permitidas" de, los restos de aminoacidos correspondientes
en una secuencia de referencia. Las "sustituciones conservativas" de un resto en una secuencia de referencia son
sustituciones que son fisica o funcionalmente similares al resto de referencia correspondiente, por ejemplo, que tienen
un tamafio, forma, carga eléctrica, propiedades quimicas similares, incluyendo la capacidad de formar enlaces
covalentes o de hidrégeno, o similares. Las sustituciones conservativas particularmente preferidas son aquellas que
cumplen los criterios para una "mutacion puntual aceptada" tal como se describe por Dayhoff, et al., ("Atlas of Protein
Sequence and Structure”, 1978, Nat. Biomed. Res. Foundation, Washington, DC, Supl. 3, 22: 354-352).

Las expresiones "marcado"”, "marcado con un agente detectable" y "marcado con un resto detectable" se usan
en el presente documento de manera intercambiable. Estos términos se usan para especificar que una entidad (por
ejemplo, un anticuerpo) puede visualizarse, por ejemplo, después de la uniéon a otra entidad (por ejemplo, un
antigeno). Preferentemente, un agente o resto detectable se selecciona de tal modo que genera una sefial que puede
medirse y cuya intensidad esta relacionada con la cantidad de entidad unida. Los métodos para marcar proteinas y
polipéptidos, incluyendo anticuerpos, se conocen bien en la técnica. Los polipéptidos marcados pueden prepararse
mediante incorporacion de o conjugacion a un marcador, que es directa o indirectamente detectable por medios
espectroscopicos, fotoquimicos, bioquimicos, inmunoquimicos, eléctricos, 6pticos 0 quimicos, o cualquier otro medio
adecuado. Los agentes detectables adecuados incluyen, pero sin limitacion, varios ligandos, radiondclidos, tintes
fluorescentes, agentes quimioluminiscentes, microparticulas, enzimas, marcadores colorimétricos, marcadores
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magnéticos, y haptenos.

Las expresiones "aproximadamente"y "alrededor de", tal como se usan en el presente documento en referencia a un
namero, incluyen generalmente nimeros que se encuentran dentro de un intervalo de un 10 % en ambas direcciones
del niumero (mayor que o menor que el nimero) a menos que se indique lo contrario o sea de otro modo evidente a
partir del contexto (excepto cuando dicho nimero pudiera exceder el 100 % de un valor posible).

Descripcion detallada de la invencion

Tal como se ha mencionado anteriormente, la presente invencidn proporciona anticuerpos monoclonales que
previenen la infeccion por VHC interfiriendo con las interacciones VHC-células hospedadoras, y lineas celulares de
hibridoma que secretan dichos anticuerpos monoclonales.

| - Hibridomas y anticuerpos monoclonales anti-claudina-1

Tal como se muestra en la seccion de ejemplos mas adelante, los presentes Solicitantes han producido anticuerpos
policlonales dirigidos contra el dominio extracelular de claudina-1 humana mediante inmunizacion genética usando un
vector de expresion que contiene el gen de CLDN-1 de longitud completa. Se descubrié que los anticuerpos
policlonales producidos de este modo inhiben de manera eficiente la infeccion por VHC usando sistemas basados en
VHCcc y VHCpp (véase el Ejemplo 1). A la vista de estos motivadores resultados, los Solicitantes han usado
inmunizacién genética de ratas y métodos de exploracion para generar lineas celulares de hibridoma que secretan
anticuerpos monoclonales que se unen especificamente al dominio extracelular de claudina-1 humana e inhiben
eficazmente la infeccion por VHC (véase el Ejemplo 2).

A. Lineas celulares de hibridoma y anticuerpos monoclonales anti-claudina-1

Por consiguiente, la presente invencion proporciona lineas celulares de hibridoma que secretan anticuerpos
monoclonales que se unen especificamente al dominio extracelular de claudina-1 humana, y, en particular, a
W(30)-GLW(51)-C(54)-C(64), un motivo conservado localizado en el primer bucle extracelular de claudina-1. Mas
especificamente, la presente invencion proporciona ocho de dichas lineas celulares de hibridoma, generadas
mediante inmunizacién genética tal como se describe en el Ejemplo 2 (Lohrmann, 2003). Estas lineas celulares de
hibridoma, que se llaman OM-4A4-D4, OM-7C8-A8, OM-6D9-A6, OM-7D4-C1, OM-6E1-B5, OM-3E5-B6, OM-8A9-A3,
y OM-7D3-B3, se depositaron el 29 de julio de 2008 en el DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikro-organismen und
Zellkuturen GmbH, Inhoffenstrae 7 B, 38124 Braunschweig, Alemania) con los Numeros de Acceso DSM ACC2931,
DSM ACC2932, DSM ACC2933, DSM ACC2934, DSM ACC2935, DSM ACC2936, DSM ACC2937,y DSM ACC2938,
respectivamente.

La presente invencién también proporciona anticuerpos monoclonales secretados por una cualquiera de estas lineas
celulares de hibridoma. Los métodos para la produccién y aislamiento de anticuerpos monoclonales a partir de cultivos
de hibridoma se conocen bien en la técnica. Las células de hibridoma se crecen usando métodos estandar, en medios
de cultivo adecuados, tales como, por ejemplo, medio D-MEM y RPMI-1640. Un anticuerpo monoclonal anti-claudina-1
puede recuperarse y purificarse a partir de cultivos de células de hibridoma mediante purificacion de proteina A,
precipitacion por sulfato de amonio o etanol, extraccion de acido, cromatografia de intercambio anidnico o catiénico,
cromatografia en fosfocelulosa, cromatografia de interaccion hidréfoba, cromatografia de afinidad, tal como en
columna de proteina A, cromatografia de hidroxilapatita, cromatografia de lectina, o cualquier combinacién adecuada
de estos métodos. También puede emplearse cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) para la purificacion.

Se determiné que cada uno de los anticuerpos monoclonales anti-claudina-1 secretados por las lineas celulares de
hibridoma de la invencién eran una inmunoglobulina del isotipo de cadena pesada (H) y cadena ligera kappa (L) de
rlgG2b o una inmunoglobulina del isotipo de cadena pesada (H) y cadena ligera kappa (L) de rigG2a. Sin embargo, los
anticuerpos monoclonales de la presente invencién comprenden mas generalmente cualquier anticuerpo monoclonal
(o fragmento del mismo), que se secreta por una linea celular de hibridoma de la invencién (o una linea celular
derivada), y que se une especificamente al dominio extracelular de claudina-1 humana. Sin desear quedar ligados a
teoria alguna, se cree que la unién de un anticuerpo monoclonal al dominio extracelular de claudina-1 en una célula
susceptible interfiere con las interacciones VHC-células hospedadoras, y de este modo previene, inhibe o bloquea la
entrada de VHC a la célula y la infeccion de la célula.

En vez de usar los hibridomas descritos en el presente documento como fuente de los anticuerpos, los anticuerpos
monoclonales pueden prepararse mediante cualquier otro método adecuado conocido en la técnica. Por ejemplo,
puede prepararse un anticuerpo monoclonal anti-claudina-1 mediante métodos de ADN recombinante. Estos métodos
implican generalmente el aislamiento de los genes que codifican al anticuerpo deseado, la transferencia de los genes
a un vector adecuado, y la expresién en bruto en un sistema de cultivo celular. Los genes o el ADN que codifica el
anticuerpo monoclonal deseado pueden aislarse y secuenciarse facilmente usando procedimientos convencionales
(por ejemplo, mediante el uso de sondas de oligonucleétido que pueden unirse especificamente a genes que codifican
las cadenas ligeras y pesadas de anticuerpos murinos). Las lineas celulares de hibridoma proporcionadas en el
presente documento sirven como una fuente preferida para dicho ADN. Las células hospedadoras para la produccién
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recombinante de anticuerpos monoclonales incluyen, pero sin limitacién, células hospedadoras de mamifero
adecuadas, tales como CHO, HelLa, o CVL1. Los plasmidos de expresion adecuados incluyen, sin limitacién, pcDNA3.1
Zeo, pIND(SP1), pREPS8 (todos comercialmente disponibles a través de Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.), y similares.
Los genes de los anticuerpos pueden expresarse mediante vectores virales o retrovirales, incluyendo vectores
basados en MLV, vectores basados en virus vaccinia, y similares. Los anticuerpos de la presente invencion pueden
expresarse como anticuerpos monocatenarios. El aislamiento y purificacion de anticuerpos monoclonales producidos
de manera recombinante puede efectuarse como se describe anteriormente.

B. Fragmentos de anticuerpos

En determinadas realizaciones, se usa un anticuerpo monoclonal de la invencién en su forma nativa. En otras
realizaciones, puede estar truncado (por ejemplo, mediante escisién enzimatica u otro método adecuado) para
proporcionar fragmentos o porciones de inmunoglobulinas, en particular, fragmentos o porciones que son
biolégicamente activos. Los fragmentos o porciones bioldgicamente activos de un anticuerpo monoclonal de la
invencion incluyen fragmentos o porciones que mantienen la capacidad del anticuerpo monoclonal para interferir con
las interacciones VHC-células hospedadoras, y/o unirse especificamente al dominio extracelular de claudina-1
humana, y/o inhibir o bloquear la entrada del VHC a células susceptibles, y/o reducir o prevenir la infeccion por VHC de
células susceptibles. Los fragmentos o porciones biolégicamente activos de anticuerpos monoclonales de la invencion
descritos en el presente documento estan abarcados por la presente invencion.

Un fragmento biolégicamente activo de un anticuerpo monoclonal de la invencion puede ser un fragmento F(ab")..

Los fragmentos de anticuerpo de la presente invencién pueden producirse por cualquier método conocido en la técnica
incluyendo, pero sin limitacion a, escision enzimatica (por ejemplo, digestion proteolitica de anticuerpos intactos) o
mediante técnicas sintéticas o recombinantes. Los fragmentos F(ab’),, Fab, Fvy ScFv (Fv monocatenario) pueden, por
ejemplo, expresarse en forma secretada a partir de células hospedadoras de mamifero o a partir de E. coli. Los
anticuerpos también pueden producirse en una variedad de formas truncadas usando genes de anticuerpos en los que
se han introducido uno o mas codones de terminacion cadena arriba del sitio natural de terminacién. Las diversas
porciones de anticuerpos pueden unirse quimicamente mediante técnicas convencionales, o pueden prepararse como
una proteina contigua usando técnicas de ingenieria genética.

C. Proteinas de fusion

Los anticuerpos de la presente divulgacion (o fragmentos de los mismos) pueden producirse en forma modificada, tal
como una proteina de fusion (es decir, una molécula de inmunoglobulina o porcién unida a una entidad polipeptidica).
Preferentemente, las proteinas de fusidn de la divulgacion conservan la capacidad de unién del anticuerpo monoclonal
hacia el dominio extracelular de claudina-1 humana. Una entidad polipeptidica para su unién a un anticuerpo
monoclonal, o un fragmento de la misma, puede seleccionarse para conferir cualquier nimero de propiedades
ventajosas a la proteina de fusion resultante. Por ejemplo, la entidad polipeptidica puede seleccionarse para
proporcionar una expresion aumentada de la proteina de fusién recombinante. Como alternativa o adicionalmente, la
entidad polipeptidica puede facilitar la purificacion de la proteina de fusién, por ejemplo, actuando como un ligando en
purificacién de afinidad. Puede afiadirse un sitio de escision proteolitica a la proteina recombinante de tal modo que en
ultima instancia, la secuencia deseada pueda separarse de la entidad polipeptidica después de la purificacion. La
entidad polipeptidica también puede seleccionarse para conferir una estabilidad mejorada a la proteina de fusion,
cuando el objetivo es la estabilidad. Los ejemplos de entidades polipeptidicas adecuadas incluyen, por ejemplo,
marcadores de polihistidina, que permiten una facil purificacién de la proteina de fusion resultante en una columna
quelante de niquel. La glutation-S-transferasa (GST), la proteina de unién a maltosa B, o la proteina A son otros
ejemplos de entidades polipeptidicas adecuadas.

Dependiendo del uso previsto, puede redisefiarse un anticuerpo para optimizar la estabilidad, solubilidad, semivida in
vivo, 0 la capacidad para unirse a dianas adicionales. Se conocen bien en la técnica enfoques de modificacion por
ingenieria genética asi como modificaciones quimicas para lograr cualquiera de o toros estos cambios en las
propiedades. Por ejemplo, se sabe que la adicion, retirada, y/o modificacion de las regiones constantes de un
anticuerpo juegan un papel particularmente importante en la biodisponibilidad, distribucion, y semivida de los
anticuerpos administrados terapéuticamente. La clase y subclase del anticuerpo, determinada por la region Fc o
constante del anticuerpo (que media las funciones efectoras), cuando esta presente, confiere propiedades adicionales
importantes. Por tanto, los anticuerpos anti-claudina-1 con dominios constantes reconfigurados, redisefiados, o de otro
modo alterados estan abarcados por la presente divulgacion.

Pueden generarse proteinas de fusion adicionales de la divulgacion mediante las técnicas de reordenamiento de ADN
bien conocidas en la técnica (véase, por ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos N° 5.605.793, 5.811.238;
5.830.721; 5.834.252; y 5.837.458). El reordenamiento de ADN puede emplearse para modular la actividad de
anticuerpos. o fragmentos de los mismos, por ejemplo, para obtener anticuerpos con mayor afinidad y menores
velocidades de disociacion. En dichos métodos, los polinucleétidos que codifican a los anticuerpos de la divulgacion
pueden alterarse mediante mutagénesis al azar mediante PCR propensa a errores, insercion al azar de nucleétidos u
otros métodos antes de la recombinacién. Como alternativa, pueden recombinarse una o mas porciones de un
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polinucleétido que codifica a un anticuerpo con uno 0 mas componentes, motivos, secciones, partes, dominios,
fragmentos, etc., de una o mas moléculas heterélogas.

Como alternativa, un anticuerpo puede unirse a otro anticuerpo, por ejemplo, para producir un anticuerpo biespecifico
o multiespecifico. Por ejemplo, un anticuerpo monoclonal anti-claudina-1 de la presente invencién, o un fragmento
biolbgicamente activo del mismo, puede unirse a un anticuerpo (o fragmento del mismo) que se una especificamente a
otro receptor de VHC en células susceptibles, tales como CD81 y SR-Bl. Los métodos para producir anticuerpos
biespecificos y multiespecificos se conocen en la técnica e incluyen, por ejemplo, sintesis quimica que implica
reticulacién mediante enlaces disulfuro reducibles o enlaces tioéter no reducibles, y métodos recombinantes.

D. Anticuerpos quiméricos/humanizados o desinmunizados

Los anticuerpos monoclonales anti-claudina-1 de la presente invencion también pueden "humanizarse": las diferencias
de secuencia entre anticuerpos de roedor y secuencias humanas pueden minimizarse sustituyendo restos que difieren
de aquellos en las secuencias humanas mediante mutagénesis dirigida a sitios de restos individuales o injertando
regiones completas o mediante sintesis quimica. Los anticuerpos humanizados también pueden producirse usando
métodos recombinantes. En la forma humanizada del anticuerpo, algunos, la mayoria o todos los aminoé&cidos fuera de
las regiones CDR se sustituyen con aminoacidos de moléculas de inmunoglobulina humana, mientras que algunos, la
mayoria o todos los aminoacidos en una o mas regiones CDR permanecen sin cambios. Pequefias adiciones,
deleciones, inserciones, sustituciones o modificaciones de aminoacidos son permisibles siempre que no abroguen la
capacidad del anticuerpo resultante para unirse al dominio extracelular de claudina-1 humana. Las moléculas de
inmunoglobulina de "reemplazo" humanas incluyen moléculas de IgG14, IgG2 1gG2a, 1IgG2b, 1IgG3, IgG4, IgA, IgM, IgD
o IgE, y fragmentos de las mismas. Como alternativa, los epitopos de linfocitos T presentes en anticuerpos de roedor
pueden modificarse mediante mutacién (desinmunizacion) para generar anticuerpos de roedor no inmunogénicos que
pueden aplicarse con fines terapéuticos en seres humanos (véase www.accurobio.com).

E. Conjugados de anticuerpos

Un anticuerpo monoclonal de la invencién, o una variante o fragmento del mismo biolégicamente activo, puede estar
unido funcionalmente (por ejemplo, mediante acoplamiento quimico, fusion genética, asociacion no covalente u de otra
manera) con una 0 mas entidades moleculares. Se conocen en la técnica métodos para la preparacion de dichos
anticuerpos modificados (o anticuerpos conjugados). (Véase, por ejemplo, "Affinity Techniques. Enzyme Purification:
Part B", Methods in Enzymol., 1974, Volumen 34, W.B., Jakoby y M. Wilneck (Eds.), Academic Press, New York, NY; y
M. Wilchek y E.A. Bayer, Anal. Biochem. 1988, 171: 1-32). Preferentemente, las entidades moleculares se unen en
posiciones de la molécula del anticuerpo que no interfieren con las propiedades de unién del conjugado resultante, es
decir, posiciones que no participan en la unién especifica del anticuerpo al dominio extracelular de claudina-1 humana.

En determinadas realizaciones, la molécula y la entidad molecular estan unidas directamente de manera covalente
entre si. La unién covalente directa puede ser a través de un engarce, tal como un engarce amida, éster,
carbono-carbono, disulfuro, carbamato, éter, tioéter, urea, amina o carbonato. La union covalente puede lograrse
beneficiandose de los grupos funcionales presentes en el anticuerpo y la entidad molecular. Puede usarse un agente
activador, tal como una carbodiimida, para formar un engarce directo. En otras realizaciones, la molécula de
anticuerpo y la entidad molecular estan covalentemente unidas entre si a través de un grupo enlazante. Esto puede
lograrse usando cualquiera de una variedad de agentes bifuncionales estables bien conocidos en la técnica,
incluyendo enlazantes homofuncionales y heterofuncionales.

En determinadas realizaciones, un anticuerpo de la presente invencion (o un fragmento biolégicamente activo del
mismo) se conjuga a un resto terapéutico. Puede ser adecuado cualquiera de una amplia variedad de restos
terapéuticos para su uso en la practica de la presente invencién incluyendo, sin limitacion, citotoxinas (por ejemplo,
agentes citostaticos o citocidas), agentes terapéuticos, e iones de metales radiactivos (por ejemplo, emisores alfa y
emisores alfa unidos a quelantes macrociclicos, tales como DOTA). Las citotoxinas y los agentes citotoxicos incluyen
cualquier agente que es perjudicial para las células. Los ejemplos incluyen, pero sin limitacion, paclitaxel, citocalasina
B, gramicidina D, bromuro de etidio, emetina, mitomicina, etoposido, tenipdsido, vincristina, vinblastina, colchicina,
doxorrubicina, daunorrubicina, dihidroxi antracin diona, mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D,
1-deshidrotestosterona, glucocorticoides, procaina, tetracaina, lidocaina, propranolol, timidina cinasa, endonucleasa,
RNasa, y puromicina y fragmentos, variantes u homélogos de los mismos. Los agentes terapéuticos incluyen, pero sin
limitacion, antimetabolitos (por ejemplo, metotrexato, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, 5-fluorouracil
decarbazina), agentes alquilantes (por ejemplo, mecloretamina, tiotepa, clorambucilo, melfalan, carmustina (BSNU) y
lomustina (CCNU), ciclofosfamida, busulfan, dibromomanitol, estreptozotocina, mitomicina C, y cisdiclorodiamina de
platino (II) (DDP) cisplatino), antraciclinas (por ejemplo, daunorrubicina y doxorrubicina), antibiéticos (por ejemplo,
dactinomicina, bleomicina, mitramicina, y antramicina), y agentes anti-mitoticos (por ejemplo, vincristina y vinblastina).
Los conjugados de anticuerpo resultantes pueden ser de aplicacion en el tratamiento del cancer de higado asociado
con la infeccion por VHC (véase mas adelante).

Otros restos terapéuticos incluyen proteinas o polipéptidos que poseen una actividad bioldgica deseada. Dichas
proteinas incluyen, pero sin limitacion, toxinas (por ejemplo, abrina, ricina A, toxina alfa, exotoxina de seudomonas, la
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toxina diftérica saporina, momordina, gelonina, proteina antiviral de la hierba carmin, alfa-sarcina y toxina colérica);
proteinas tales como factor de necrosis tumoral, interferén alfa, interferén beta, factor de crecimiento nervioso, factor
de crecimiento derivado de plaquetas, activador del plasminégeno tisular, agentes apoptéticos (por ejemplo, TNF-a,
TNF-B) o, modificadores de la respuesta bioldgica (por ejemplo, linfocinas, interleucina-1 (IL-1), interleucina-2 (IL-2),
interleucina-6 (IL-6), factor estimulador de las colonias de macréfagos y granulocitos (GM-CSF), factor estimulador de
las colonias de granulocitos (G-CSF), y otros factores de crecimiento).

Como alternativa o adicionalmente, un anticuerpo de la presente invencién (o un fragmento biolégicamente activo del
mismo) puede conjugarse a un agente detectable. Puede usarse cualquiera de una amplia variedad de agentes
detectables en la practica de la presente divulgacion, incluyendo, sin limitacién, varios ligandos, radionuclidos (por
ejemplo, *H, I, Y, y similares), tintes fluorescentes (por ejemplo, isotiocianato de fluoresceina, rodamina,
ficoeriterina, ficocianina, aloficocianina, o-ftalaldehido y fluoresceina), agentes quimioluminiscentes (por ejemplo,
luciferina, luciferasa y aecuorina), microparticulas (tales como, por ejemplo, puntos cuénticos, nanocristales, fosforos y
similares), enzimas, por ejemplo, aquellas usadas en un ELISA, es decir, peroxidasa de rabano picante,
beta-galactosidasa, luciferasa, fosfatasa alcalina), marcadores colorimétricos, marcadores magnéticos, y biotina,
digoxigenina u otros haptenos y proteinas para los que hay disponibles anticuerpos o anticuerpos monoclonales. Los
anticuerpos detectables resultantes pueden usarse en métodos diagndésticos y/o prondsticos (véase mas adelante).

Otras entidades moleculares que pueden conjugarse a un anticuerpo de la presente invenciéon (o un fragmento
biol6gicamente activo del mismo) incluyen, pero sin limitacién, grupos poliméricos hidrdfilos lineales o ramificados,
grupos de &cidos grasos, o grupos éster de acidos grasos.

Por tanto, ademas de anticuerpos monoclonales anti-claudina-1 secretados por las lineas celulares de hibridoma
descritas en el presente documento, y cualquier variante o fragmento de los mismos biol6gicamente activo, la presente
divulgacion también se refiere a anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados, y moléculas derivadas de
anticuerpo que comprende al menos una regiéon determinante de la complementariedad (CDR) de una region variable
de cadena pesada o de cadena ligara de un anticuerpo monoclonal anti-claudina-1 de la invencion, incluyendo
moléculas, tales como fragmentos Fab, fragmentos F(ab’)z, fragmentos Fd, fragmentos Fabc, anticuerpos Sc
(anticuerpos monocatenarios), diacuerpos, cadenas ligeras individuales de anticuerpos individuales, cadenas pesadas
de anticuerpos individuales, fusiones quiméricas entre cadenas de anticuerpos y otras moléculas, y conjugados de
anticuerpos, tales como anticuerpos conjugados a un agente diagnostico o terapéutico. Todos estos anticuerpos y
moléculas relacionadas con anticuerpos se unen especificamente al dominio extracelular de claudina-1 humana.

F. Actividad y especificidad de anticuerpos monoclonales y moléculas relacionadas de la invencion

Cada uno de los anticuerpos monoclonales anti-claudina-1 descritos en el Ejemplo 2 se produjo a partir de una linea
celular de hibridoma proporcionada en el presente documento y se selecciond por su capacidad para inhibir la
infeccion por VHCcc de células Huh7.5.1. Como apreciaran los expertos en la materia, el efecto inhibidor de la
infeccién por VHC de otros anticuerpos y moléculas relacionadas con anticuerpos de la invencion también puede
evaluarse usando un sistema de infeccion por VHCcc. El efecto inhibidor de los anticuerpos y moléculas relacionadas
con anticuerpos sobre la infeccion por VHC puede, como alternativa o adicionalmente, evaluarse usando particulas
seudotipadas de VHC retrovirales (VHCpp) como se conoce en la técnica. Preferentemente, un anticuerpo de la
presente invencién mostrara inhibicion de la infeccién por VHC de células susceptibles mediante VHCcc o VHCpp de
manera dependiente de la dosis.

Otros métodos que pueden usarse para ensayar la especificidad de los anticuerpos y reactivos de la presente
invencion incluyen, pero sin limitacion, andlisis por citometria de flujo, analisis por transferencia de Western, ELISA'y
ensayos de inhibicion de la unién que implican unién ligando/receptor por el anticuerpo. Estos métodos pueden usarse
para ensayar sobrenadantes de hibridomas que producen anticuerpos, para ensayar la actividad de anticuerpos
aislados/purificados, y/o para ensayar la actividad de anticuerpos modificados (moléculas relacionadas con
anticuerpos). El ensayo de la especificidad de unién puede llevarse a cabo usando al anticuerpo o molécula
relacionada con el anticuerpo contra un panel de células, por ejemplo, células humanas, incluyendo, sin limitacion,
lineas celulares hepéticas (tales como, por ejemplo, Huh7, Hep3b o HepG2), células de rifidn embridnico (293T),
fibroblastos (HelLa), linfocitos B, linfocitos T (por ejemplo, Molt-4, Sup-Tl, o Hut-78), células monociticas (THP-I),
células astrociticas (U87), células de hepatoma (PLC/PRF:5) u otros tipos celulares hepaticos, por ejemplo, las células
de adenocarcinoma hepatico SkHepl, células de sangre periférica humanas y varios subtipos fraccionados de las
mismas que incluyen linfocitos y monocitos u otras lineas celular incluyendo células CaCo2. El analisis por citometria
de flujo puede revelar especificidad de unién de los anticuerpos o moléculas relacionadas con anticuerpos a claudina-1
en varios tipos celulares. También pueden usarse células de mamiferos no humanos en dichos ensayos.

Usando dichos ensayos, pueden determinarse los valores de Clsg para los anticuerpos y moléculas relacionadas con
anticuerpos de la presente invencion. Estos valores, que dan una indicacion de la concentracion de anticuerpo o
molécula relacionada con anticuerpo necesaria para la inhibicién del 50 % de la infectividad viral, proporcionan
criterios cuantitativos relevantes y significativos y permiten la comparacion de la actividad inhibidora de la infeccion de
diferentes anticuerpos y moléculas relacionadas con anticuerpos.
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Se ha descubierto que los anticuerpos monoclonales anti-claudina-1 descritos en el Ejemplo 2 neutralizan
potentemente de manera cruzada la infeccién por VHC de todos los genotipos principales asi como de todos los
aislados de la poblacién completa de cuasiespecies de dos pacientes infectados por VHC de manera crénica. Puede
evaluarse la capacidad de otros anticuerpos de la invencion para neutralizar de manera cruzada la infecciéon por VHC
de los principales genotipos de VHC y a partir de aislados de cuaisespecies de pacientes individuales usando cualquier
método adecuado, tal como mediante el uso de particulas seudotipadas de VHC (VHCpp) que portan glucoproteinas
de la envuelta de VHC de un genotipo especifico de VHC, o VHCpp que portan glucoproteinas de la envuelta de VHC
de un paciente individual infectado de manera cronica con VHC. tal como se describe en el Ejemplo 2.
Preferentemente, se mostrara que un anticuerpo de la presente invencion inhibe la infecciéon por VHC de genotipos
principales de VHC y de cuasiespecies de un paciente infectado por VHC de manera dependiente de la dosis.

De manera similar, se ha demostrado que un anticuerpo de la presente invencion no reacciona de manera cruzada con
claudina-1 de roedor (tal como claudina-1 murina) pero se une especificamente a claudina-1 de primate (tal como
claudina-1 de mono cinomolgo).

Il - Tratamiento o prevencion de lainfeccion por VHC y enfermedades asociadas a VHC
A. Indicaciones

Los anticuerpos anti-claudina-1 de la presente invencion pueden usarse en métodos terapéuticos y profilacticos para
tratar y/o prevenir la infeccion por VHC, o para tratar y/o prevenir una enfermedad hepética o una afeccion patolégica
que afecte a células susceptibles a VHC, tales como células hepaticas, células linfoides, o monocitos/macréfagos.
Dicho anticuerpo anti-claudina-1 interfiere con las interacciones VHC-células hospedadoras uniéndose al dominio
extracelular de claudina-1 en una superficie celular, de este modo reduciendo, inhibiendo, bloqueando o previniendo la
entrada del VHC en la célula y/o la infeccion de la célula por VHC.

Los métodos de tratamiento de la presente invencion pueden lograrse usando un anticuerpo 0 una composicion
farmacéutica que comprenda a un anticuerpo (véase mas adelante). Estos métodos comprenden generalmente la
administracion de una cantidad eficaz de al menos un anticuerpo anti-claudina-1, o una composicion farmacéutica del
mismo, a un sujeto que lo necesite. La administracién puede efectuarse usando cualquiera de los métodos conocidos
para un experto en la técnica. En particular, el anticuerpo o composicién puede administrarse a través de varias rutas
incluyendo, pero sin limitacion, por aerosol, por via parenteral, oral o topica.

En general, se administrara un anticuerpo o composicion en una cantidad eficaz, es decir, una cantidad que sea
suficiente para cumplir su fin previsto. La cantidad exacta de anticuerpo o composicion farmacéutica a administrar
variara de un sujeto a otro, dependiendo de la edad, sexo, peso y estado general de salud del sujeto a tratar, de la
respuesta bioldégica o médica deseada (por ejemplo, prevencién de infeccién por VHC o tratamiento de enfermedad
hepética asociada a VHC), y similares. En muchas realizaciones, una cantidad eficaz es una que inhibe o previene la
entrada de VHC eh las células susceptibles del sujeto y/o la infeccién de las células de un sujeto, para de este modo
prevenir la infeccion por VHC, tratar o prevenir la enfermedad hepatica u otra patologia asociada con el VHC en el
sujeto.

Los anticuerpos y composiciones de la presente invencion pueden usarse en una variedad de métodos terapéuticos o
profilacticos. En particular, la presente invencion proporciona un método para tratar o prevenir una enfermedad o
patologia hepéatica en un sujeto, que comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de un anticuerpo (o
composicion del mismo) que inhibe la entrada o la infeccién del VHC en las células del sujeto, para de este modo tratar
o prevenir la enfermedad o patologia hepatica en el sujeto. La enfermedad o patologia hepatica puede ser inflamacion
del higado, fibrosis hepética, cirrosis, y/o carcinoma hepatocelular (es decir, cancer de higado) asociados con la
infeccion por VHC.

La presente invencion también proporciona un método para tratar o prevenir una enfermedad o afeccion asociada con
el VHC (incluyendo una enfermedad hepatica) en un sujeto, que comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz
de un anticuerpo de la invencién (o composicién del mismo) que inhibe la entrada o la infeccion del VHC en las células
del sujeto, para de este modo tratar o prevenir la enfermedad o afecciéon asociada con el VHC en el sujeto. En
determinadas realizaciones de la presente invencion, el anticuerpo o composicion se administra a un sujeto al que se
le ha diagnosticado hepatitis C aguda. En otras realizaciones de la invencién, el anticuerpo o composiciéon se
administra a un sujeto al que se le ha diagnosticado hepatitis C cronica.

La administracion de un anticuerpo o composicién de acuerdo con dichos métodos puede dar como resultado la
mejora de al menos uno de los sintomas experimentados por el individuo incluyendo, pero sin limitacién, sintomas de
hepatitis C aguda, tales como disminucién del apetito, fatiga, dolor abdominal, ictericia, picor, y sintomas parecidos a la
gripe; sintomas de hepatitis C crénica, tales como fatiga, pérdida de peso pronunciada, sintomas parecidos a la gripe,
dolor muscular, dolor articular, fiebres leves intermitentes, picor, alteraciones del suefio, dolor abdominal, cambios en
el apetito, nauseas, diarrea, dispepsia, cambios cognitivos, depresion, cefalea, y cambios de humor; sintomas de
cirrosis, tales como ascitis, tendencia a moretones y sangrado, dolor de huesos, varices (especialmente en el
estdmago y esdfago), esteatorrea, ictericia y encefalopatia hepatica; y sintomas de manifestaciones extrahepaticas
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asociadas con el VHC, tales como tiroiditis, porfiria cutanea tardia, crioglobulinemia, glomerulonefritis, sindrome seco,
trombocitopenia, liquen plano, diabetes mellitus y trastornos linfoproliferativos de linfocitos B.

Como alternativa o adicionalmente, la administracién de un anticuerpo o composicién de acuerdo con dichos métodos
puede frenar, reducir, detener o aliviar la progresion de la infeccion por VHC o de una enfermedad asociada con el
VHC, o revertir la progresion hasta el punto de eliminar la infeccion o enfermedad. La administracion de un anticuerpo
0 composicion de la invencion de acuerdo con dichos métodos también puede dar como resultado una reduccién del
numero de infecciones virales, reduccién del niumero de particulas virales infecciosas, y/o reduccion en el nimero de
células infectadas por el virus.

Los efectos de un tratamiento de acuerdo con la invencion pueden controlarse usando cualquiera de los ensayos
conocidos en la técnica para el diagndstico de la infeccion por VHC y/o enfermedad hepatica. Dichos ensayos
incluyen, pero sin limitacion, pruebas seroldgicas en sangre, pruebas de funcién hepatica para medir una 0 mas de
albumina, alanina transaminasa (ALT), fosfatasa alcalina (ALP), aspartato transaminasa (AST), y gamma glutamil
transpeptidasa (GGT), y pruebas moléculas de acidos nucleicos que usan diferentes técnicas, tales como reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR), amplificacion mediada por transcripcion (TMA), o ADN ramificado (ADNr).

Los anticuerpos y composiciones de la presente invencion también pueden usarse para terapias de inmunizacion. Por
consiguiente, la presente invencion proporciona un método para reducir la probabilidad de que células susceptibles se
infecten por VHC como resultado del contacto con el VHC. El método comprende poner en contacto las células
susceptibles con una cantidad eficaz de un anticuerpo o composicién que inhibe la entrada o la infeccion del VHC en
las células susceptibles, para reducir la probabilidad de que las células se infecten con VHC como resultado del
contacto con el VHC. La presente divulgacién también proporciona un método para reducir la probabilidad de que las
células susceptibles de un sujeto se infecten con VHC como resultado del contacto con VHC. En este método, el
contacto de las células susceptibles con el anticuerpo o composicién de la invencion puede efectuarse administrando
al sujeto el anticuerpo o la composicion.

Reducir la probabilidad de que las células susceptibles de un sujeto se infecten con VHC significa disminuir la
probabilidad de que las células susceptibles o0 un sujeto se infecten con VHC como resultado del contacto con el VHC.
La disminucién puede ser en cualquier cantidad significativa, por ejemplo, una disminucion de al menos 2 veces, una
disminucion de méas de 2 veces, una disminucién de al menos 10 veces, una disminucion de mas de 10 veces, una
disminucioén de al menos 100 veces, o una disminucién de mas de 100 veces.

En determinadas realizaciones, el sujeto esta infectado con VHC antes de la administracion del anticuerpo o
composicion de la invencién. En otras realizaciones, el sujeto no esté infectado por VHC antes de la administracion del
anticuerpo o composicién. En otras realizaciones adicionales, el sujeto no estéa infectado, pero se ha expuesto al VHC.
En determinadas realizaciones, el sujeto puede estar infectado por VIH o VHB.

Por ejemplo, los métodos de la presente invencidon pueden usarse para reducir la probabilidad de que las células
susceptibles de un sujeto se infecten con VHC como consecuencia de un trasplante hepatico. Como ya se ha
mencionado anteriormente, cuando se extirpa un higado enfermo de un paciente infectado por VHC, los niveles virales
en suero se desploman. Sin embargo, después de recibir un trasplante de higado sano, los niveles de virus rebotan y
pueden sobrepasar a los niveles previos al trasplante a los pocos dias (Powers, 2006). Los pacientes con trasplante
hepatico pueden beneficiarse de la administracion de un anticuerpo que se une al ectodominio de claudina-1 en la
superficie de los hepatocitos y de este modo reducir, inhibir, bloquear o prevenir la entrada del VHC en las células. La
administracion puede efectuarse antes del trasplante hepatico, durante el trasplante hepatico, y/o después del
trasplante hepatico.

Otros sujetos que pueden beneficiarse de la administracion de un anticuerpo o composicion incluyen, pero sin
limitacion, bebés nacidos de madres infectadas por VHC, en particular, de madres que también son seropositivas;
trabajadores sanitarios que han estado en contacto con sangre contaminada por VHC o instrumentos médicos
contaminados con sangre; consumidores de drogas que han estado expuestos a VHC compartiendo equipamiento
para inyectar o de otro modo administrar drogas; y gente que haya estado expuesta al VHC por hacerse tatuajes,
perforaciones en la oreja/cuerpo y acupuntura con procedimientos de control de infecciones deficientes.

Otros sujetos que pueden beneficiarse de la administracion de un anticuerpo o composicion incluyen, pero sin
limitacion, sujetos que muestran uno o mas factores conocidos por aumentar la velocidad de la progresion de la
enfermedad por VHC. Dichos factores incluyen, en particular, la edad, género (los varones muestran generalmente
una progresion mas rapida de la enfermedad que las mujeres), consumo de alcohol, coinfeccion por VIH (asociada con
una velocidad pronunciadamente aumentada de progresion de la enfermedad), e higado graso.

En determinadas realizaciones, se administra un anticuerpo o composicién solo de acuerdo con un método de
tratamiento de la presente invencidon. En otras realizaciones, se administra un anticuerpo o composicién en
combinacién con al menos un agente terapéutico adicional. El anticuerpo o composicion puede administrarse antes de
la administracion del agente terapéutico, de manera concurrente con el agente terapéutico, y/o después de la
administracion del agente terapéutico.
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Los agentes terapéuticos que pueden administrarse en combinacidon con un anticuerpo o0 composicién pueden
seleccionarse de entre una variedad de compuestos biolégicamente activos que se sabe que tienen un efecto
beneficioso en el tratamiento o prevencion de la infeccion por VHC, o una enfermedad o afeccién asociada con el VHC.
Dichos agentes incluyen, en particular, agentes antivirales, incluyendo, pero sin limitacién, interferones (por ejemplo,
interferon alfa, interferon alfa pegilado), ribavirina, anticuerpos (monoclonales o policlonales) anti-VHC, inhibidores de
ARN polimerasa, inhibidores de la proteasa, inhibidores de IRES, inhibidores de helicasa, compuestos antisentido,
ribozimas, y cualquier combinacién de los mismos.

B. Administracién

Un anticuerpo, (opcionalmente después de la formulacién con uno o mas vehiculos o excipientes farmacéuticamente
aceptables), en una dosificacién deseada puede administrarse a un sujeto que lo necesite a través de cualquier via
adecuada. Se conocen varios sistemas de administracién y pueden usarse para administrar anticuerpos de la presente
invencién, incluyendo comprimidos, cdpsulas, soluciones inyectables, encapsulacién de liposomas, microparticulas,
microcapsulas, etc. Los métodos de administracion incluyen, pero sin limitacion, administracién por via dérmica,
intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intralesional, intravenosa, subcutdnea, intranasal, pulmonar, epidural,
ocular, y oral. Un anticuerpo o composicion de la invencién puede administrarse por cualquier via conveniente o
adecuada, por ejemplo, mediante infusién o inyeccion de bolo, mediante absorciéon a través de revestimientos
epiteliales o mucocutaneos (por ejemplo, oral, mucosa, mucosa rectal o intestinal, etc.). La administracion puede ser
sistémica o local. La administracién parenteral puede dirigirse preferentemente al higado del paciente, tal como por
cateterizacion a las arterias hepaticas o dentro de un conducto biliar. Como apreciaran los expertos en la materia, en
las realizaciones donde un anticuerpo de la invenciéon se administra en combinaciéon con un agente terapéutico
adicional, el anticuerpo y el agente terapéutico puede administrarse por la misma via (por ejemplo, intravenosa) o por
diferentes vias (por ejemplo, intravenosa y oral).

C. Dosificacién

La administracién de un anticuerpo (o composicién) de la presente invencién sera en una dosificacion tal que la
cantidad administrada es eficaz para el fin previsto. La via de administracion, la formulacion y la dosificacion
administrada dependeran del efecto terapéutico deseado, de la gravedad de la afeccién relacionada con el VHC si ya
esta presente, de la presencia de cualquier infeccion, de la edad, sexo, peso, y estado de salud general del paciente
asi como de la potencia, la biodisponibilidad, semivida in vivo del anticuerpo o composicion usada, del uso (o no) de
terapias concomitantes, y de otros factores clinicos. Estos factores se determinan facilmente por el médico tratante
durante el trascurso de la terapia. Como alternativa o adicionalmente, la dosificacion a administrar puede determinarse
a partir de estudios usando modelos animales (por ejemplo, chimpancés o ratones). El ajuste de la dosis para lograr la
méaxima eficacia basdndose en estos u otros métodos es bien conocido en la técnica y se encuentra dentro de las
capacidades de los médicos expertos. A medida que se efectien estudios usando los anticuerpos monoclonales de la
invencion, surgira informacion adicional referente a los niveles de dosificacion adecuados y a la duracion del
tratamiento.

Un tratamiento de acuerdo con la invencion puede consistir en una sola dosis o en miltiples dosis. Por tanto, la
administracion de un anticuerpo, o una composiciéon del mismo, puede ser constante durante un determinado periodo
de tiempo o periddica a intervalos especificos, por ejemplo, cada hora, cada dia, cada semana (0 a otro intervalo de
multiples dias), cada mes, cada afio (por ejemplo, en una forma de liberacion a lo largo del tiempo). Como alternativa,
la administracién puede suceder a multiples tiempos durante un periodo de tiempo dado, por ejemplo, dos 0 mas veces
por semana, dos 0 mas veces por mes, y similares. La administracion puede ser administracién continua durante un
periodo de tiempo, por ejemplo, administracién intravenosa.

En general, la cantidad de anticuerpo monoclonal se encontrara preferentemente en intervalo de aproximadamente
1 ng/kg a aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal del sujeto, por ejemplo, entre aproximadamente 100 ng/kg y
aproximadamente 50 mg/kg de peso corporal del sujeto; o entre aproximadamente 1 ug/kg y aproximadamente
10 mg/kg de peso corporal del sujeto, o entre aproximadamente 100 ug/kg y aproximadamente 1 mg/kg de peso
corporal del sujeto.

IIl - Composiciones farmacéuticas

Tal como se ha mencionado anteriormente, los anticuerpos anti-claudina-1 (y moléculas relacionadas) de la invencion
pueden administrarse per se 0 como una composicion farmacéutica. Por consiguiente, la presente invencion
proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden una cantidad eficaz de un anticuerpo descrito en el
presente documento y al menos un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable. En algunas realizaciones, la
composicion comprende ademas uno o mas agentes biolégicamente activos adicionales.

Los anticuerpos y composiciones farmacéuticas pueden administrarse en cualquier cantidad y usando cualquier via de

administracion eficaz para lograr el efecto profilactico y/o terapéutico deseado. La formulacién farmacéutica dptima
puede variarse dependiendo de la via de administracion y de la dosificacion deseada. Dichas formulaciones pueden
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influenciar el estado fisico, la estabilidad, la velocidad de liberacién in vivo, y la velocidad de eliminacién in vivo del
principio activo administrado.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden formularse en forma de dosis unitaria para facilitar
la administracién y la uniformidad de la dosis. La expresién "forma de dosis unitaria”, tal como se usa en el presente
documento, se refiere a una unidad fisicamente discreta de un anticuerpo anti-claudina-1 de la invencion para el
paciente a tratar. Se entenderd, sin embargo, que la dosis diaria total de las composiciones se decidira por el médico
tratante dentro del alcance del buen juicio médico.

A. Formulacién

Las preparaciones inyectables, por ejemplo, suspensiones acuosas u oleaginosas inyectables estériles pueden
formularse de acuerdo con la técnica conocida usando agentes dispersantes o humectantes adecuados, y agentes
suspensores. La preparacion inyectable estéril también puede ser una solucién, suspension o emulsion inyectable
estéril en un diluyente o disolvente no toxico parenteralmente aceptable, por ejemplo, como una solucién en
2,3-butanodiol. Entre los vehiculos y disolventes aceptables que pueden emplearse se encuentran agua, solucion de
Ringer, U.S.P. y solucién de cloruro sodico isotonica. Ademas, se emplean aceites estériles no volatiles como medio
de solucioén o suspension. Para esta finalidad puede emplearse cualquier aceite suave no volatil incluyendo mono o
diglicéridos sintéticos. También pueden usarse &cidos grasos, tales como &cido oleico, en la preparacion de
formulaciones inyectables. Los vehiculos liquidos estériles son Utiles en las composiciones en forma liquida estériles
para administracion parenteral.

Las formulaciones inyectables pueden esterilizarse, por ejemplo, mediante filtracion a través de un filtro de retencion
de bacterias, o incorporando agentes esterilizantes en forma de composiciones solidas estériles que pueden
disolverse o dispersarse en agua estéril u otro medio inyectable estéril antes de su uso. Las composiciones
farmacéuticas liquidas que son soluciones o suspensiones estériles pueden administrarse por inyeccion, por ejemplo,
intravenosa, intramuscular, intraperitoneal o subcutdnea. La inyeccidon puede ser mediante una sola dosis o por
infusién gradual.. en los casos donde sea necesario o se desee, la composicién puede incluir un anestésico local para
aliviar el dolor en el sitio de inyeccién.

Para prolongar el efecto de un principio activo (en este caso un anticuerpo anti-claudina-1), a menudo es deseable
ralentizar la absorcion del ingrediente mediante inyeccion subcutanea o intramuscular. El retardo en la absorcion de un
principio activo administrado por via parenteral puede lograrse disolviendo o suspendiendo el ingrediente en un
vehiculo oleoso. Las formas en depdsito inyectables se preparan formando matrices microencapsuladas del principio
activo en polimeros biodegradables tales como polilactida-poliglicolido. Dependiendo de la relacion de principio activo
a polimero y de la naturaleza del polimero particular empleado, puede controlarse la velocidad de liberaciéon del
principio. Los ejemplos de otros polimeros biodegradables incluyen poli(ortoésteres) y poli(anhidridos). Las
formulaciones inyectables en depdsito también pueden prepararse atrapando al principio activo en liposomas o
microemulsiones que son compatibles con los tejidos corporales.

Las formas de dosificacion liquida para administracion oral incluyen, pero sin limitacion, emulsiones, microemulsiones,
disoluciones, suspensiones, jarabes, elixires y composiciones a presion farmacéuticamente aceptables. Ademas del
anticuerpo anti-claudina-1, la forma de dosificacién liquida puede contener diluyentes inertes usados habitualmente en
la técnica, tales como, por ejemplo, agua u otro disolvente, agentes solubilizantes y emulsionantes tales como alcohol
etilico, alcohol isopropilico, carbonato de etilo, acetato de etilo, alcohol bencilico, benzoato de bencilo, propilenglicol,
1,3-butilenglicol, dimetilformamida, aceites (en particular, aceite de algoddn, cacahuete, maiz, germen, oliva, ricino y
sésamo), glicerol, alcohol tetrahidrofurfurilico, polietilenglicoles, y ésteres de acidos grasos de sorbitan y mezclas de
los mismos. Ademas de diluyentes inertes, las composiciones orales también pueden incluir adyuvantes, tales como
agentes humectantes, agentes suspensores, conservantes, agentes edulcorantes, aromatizantes, y perfumantes,
agentes espesantes, colorantes, reguladores de la viscosidad, estabilizantes u osmo-reguladores. Los ejemplos de
vehiculos liquidos adecuados para administracion oral incluyen agua (que contiene potencialmente aditivos como
anteriormente, por ejemplo, derivados de celulosa, tales como solucién de carboximetilcelulosa de sodio), alcoholes
(incluyendo alcoholes monohidricos y alcoholes polihidricos, tales como glicoles) y sus derivados, y aceites (por
ejemplo, aceite de coco fraccionado y aceite de cacahuete). Para las composiciones presurizadas, el vehiculo liquido
puede ser un hidrocarburo halogenado u otro propulsor farmacéuticamente aceptable.

Las formas de dosificacion sdlida para administracion oral incluyen, por ejemplo, capsulas, comprimidos, pildoras,
polvos, y granulos. En dichas formas de dosificacion sélidas, puede mezclarse un anticuerpo anti-claudina-1 con al
menos un excipiente o vehiculo inerte fisiolégicamente aceptable tal como citrato de sodio o fosfato dicalcico y uno o
mas de: (a) cargas o extensores, tales como almidones, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol, y acido silicico; (b)
aglutinantes tales como, por ejemplo, carboximetilcelulosa, alginatos, gelatina, polivinilpirrolidona, sacarosa, y goma
arabiga; (c) humectantes tales como glicerol; (d) agentes disgregantes tales como agar-agar, carbonato calcico,
almidén de patata o tapioca, acido alginico, determinados silicatos, y carbonato sddico; (e) agentes retardantes de la
solucion, tales como parafina; (f) aceleradores de la absorcién, tales como compuestos de amonio cuaternario; (g)
agentes humectantes tales como, por ejemplo, alcohol cetilico y monoestearato de glicerol; (h) absorbente tales como
caolin y arcilla de bentonita; e (i) lubricantes tales como talco, estearato de calcio, estearato de magnesio,
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polietilenglicoles sélidos, lauril sulfato de sodio, y mezclas de los mismos. Otros excipientes adecuados para
formulaciones sélidas incluyen agentes tensioactivos, tales como agentes tensioactivos no iénicos y aniénicos. Los
ejemplos representativos de agentes tensioactivos incluyen, pero sin limitacion, poloxamer 188, cloruro de
benzalconio, estearato de calcio, alcohol cetoestearilico, cera emulsionante de cetomacrogol, ésteres de sorbitan,
diéxido de silicio coloidal, fosfatos, dodecilsulfato de sodio, silicato de aluminio y magnesio, y trietanolamina. En el
caso de capsulas, comprimidos y pildoras, la forma de dosificacién puede comprender agentes tamponadores.

Se pueden emplear también composiciones soélidas de un tipo similar como rellenantes en capsulas de gelatina
blandas y duras usando excipientes tales como lactosa o azucar lacteo, asi como polietilenglicoles de alto peso
molecular y similares. Las formas de dosificacion sélidas de comprimidos, grageas, capsulas, pildoras, y granulos
pueden prepararse con recubrimientos y cubiertas, tales como recubrimientos entéricos, recubrimientos de control de
la liberacion y otros recubrimientos bien conocidos en la técnica de la formulacién farmacéutica. Opcionalmente, estos
pueden contener agentes opacificantes y también pueden tener una composicion tal, que liberan al principio activo (o
principios activos) Unica, o preferentemente, en una parte determinada del tracto intestinal, opcionalmente, de manera
retardada. Los ejemplos de composiciones incluidas que pueden utilizarse incluyen sustancias poliméricas y ceras.

En determinadas realizaciones, puede ser deseable administrar una composicion de la invencion de manera local a
una zona que necesite tratamiento (por ejemplo, el higado). Esto puede lograrse, por ejemplo, pero no como limitacion,
mediante infusion local durante la cirugia (por ejemplo, trasplante de higado), aplicacion tdpica, mediante inyeccion,
mediante un catéter, mediante un supositorio, 0 mediante un parche dérmico o endoproétesis vascular u otro implante.

Para administracion topica, la composicion se formula preferentemente como un gel, una pomada, una locién o una
crema que puede incluir vehiculos tales como agua, glicerol, alcohol, propilenglicol, alcoholes grasos, triglicéridos,
ésteres de acidos grasos, o aceite mineral. Otros vehiculos topicos incluyen vaselina liquida, palmitato de isopropilo,
polietilenglicol, etanol (al 95 %), monolaureato de polioxietileno (al 5 %) en agua, o lauril sulfato de sodio (al 5 %) en
agua. Pueden afiadirse otros materiales, tales como antioxidantes, humectantes, estabilizantes de la viscosidad, y
agentes simulares segun sea necesario.

Ademas, en determinadas casos, se prevé que las composiciones se puedan disponer dentro de dispositivos
transdérmicos situados sobre, en, o debajo de la piel. Dichos dispositivos incluyen parches, implantes, e inyecciones
que liberal al principio activo mediante mecanismos de liberacién pasiva o activa. Las administraciones transdérmicas
incluyen todas las administraciones a través de la superficie del cuerpo y de los revestimientos interiores de los pasos
corporales incluyendo tejidos epiteliales y mucosales. Dichas administraciones pueden llevarse a cabo usando las
presentes composiciones en lociones, cremas, espumas, parches, suspensiones, soluciones, y supositorios (rectales
y vaginales).

La administracién transdérmica puede lograrse mediante el uso de un parche transdérmico que contiene un principio
activo (es decir, un anticuerpo anti-claudina-1) y un vehiculo que no es tdxico para la piel, y permite la administracién
del principio para absorcion sistémica al torrente sanguineo a través de la piel. El vehiculo puede tomar cualquier
forma, tal como cremas y pomadas, pastas, geles, y dispositivos oclusivos. Las cremas y pomadas pueden ser liquidos
viscosos o emulsiones semisélidas del tipo de aceite en agua o de agua en aceite. Pueden ser adecuadas las pastas
compuestas de polvos absorbentes dispersos en vaselina o vaselina hidrdéfila que contienen al principio activo. Pueden
usarse una variedad de dispositivos oclusivos para liberar el principio activo al torrente sanguineo, tal como una
membrana semipermeable que recubre a un reservorio que contiene al principio activo con o sin un vehiculo, o una
matriz que contiene al principio activo.

Las formulaciones en supositorio pueden prepararse a partir de materiales tradicionales, incluyendo manteca de
cacao, con o sin la adicién de ceras para alterar el punto de fusion del supositorio, y glicerina. Las bases para
supositorio solubles en agua, tales como polietilenglicoles de varios pesos moleculares, también pueden usarse.

Cuando se usa una composicién farmacéutica de la presente invencion como "vacuna" para prevenir que células
susceptibles al VHC se infecten con VHC, la composicion farmacéutica puede comprender demas vehiculos para
vacunas conocidos en la técnica, tales como, por ejemplo, tiroglobulina, albimina, toxoide tetanico, y poliaminoacidos,
tales como polimeros de D-lisina y D-glutamato. La vacuna también puede incluir cualquiera de una variedad de
adyuvantes bien conocidos, tales como, por ejemplo, adyuvante incompleto de Freund, alumbre, fosfato de aluminio,
hidréxido de aluminio, monofosforil lipido A (MPL, GlaxoSmithKline), una saponina, oligonucleétidos de CpG,
montanida, vitamina A y varias emulsiones de agua en aceite preparadas a partir de aceites biodegradables, tales
como escualeno y/o tocoferol, Quil A, Ribi Detox, CRL-1005, L-121 y combinaciones de las mismas.

Los materiales y métodos para producir varias formulaciones se conocen en la técnica y pueden adaptarse para poner
en practica la invencion. Las formulaciones adecuadas para la administracién de anticuerpos pueden encontrarse, por
ejemplo, en "Remington’s Pharmaceutical Sciences", E.W. Martin, 182 Ed., 1990, Mack Publishing Co.: Easton, PA.

B. Agentes bioldgicamente activos adicionales

En determinadas realizaciones, un anticuerpo anti-claudina-1 es el (nico principio activo en una composicion
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farmacéutica de la presente invencion. En otras realizaciones, la composicion farmacéutica comprende
adicionalmente uno 0 mas principios activos adicionales. Los ejemplos de agentes biolégicamente activos incluyen,
pero sin limitaciéon, adyuvantes de vacunas y agentes terapéuticos, tales como agentes antivirales (tal como se ha
descrito anteriormente), agentes antiinflamatorios, agentes inmunomoduladores, analgésicos, agentes
antimicrobianos, agentes antibacterianos, antibiéticos, antioxidantes, agentes antisépticos, y combinaciones de los
mismos.

En dichas composiciones farmacéuticas, el anticuerpo anti-claudina-1 y el agente terapéutico adicional (o los agentes
terapéuticos) pueden combinarse en una o mas preparaciones para la administracién simultanea, por separado o
secuencial del anticuerpo anti-claudina-1 y el agente terapéutico (o los agentes terapéuticos). Mas especificamente,
una composicion de la invencion puede formularse de tal modo que el anticuerpo y el agente terapéutico (o los agentes
terapéuticos) puedan administrarse juntos o independientemente entre si. Por ejemplo, un anticuerpo anti-claudina-1y
un agente terapéutico pueden formularse juntos en una sola composicién. Como alternativa, pueden mantenerse (por
ejemplo, en diferentes composiciones y/o envases) y administrarse por separado.

C. Kits de paquetes farmacéuticos

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un paquete o kit farmacéutico que comprende uno o mas envases
(por ejemplo, viales, ampollas, tubos de ensayo, matraces o frascos) que contienen uno o mas ingredientes de una
composicion farmacéutica de la invencién, que permiten la administracion de un anticuerpo anti-claudina-1 de la
presente invencion.

Los diferentes ingredientes de un paquete o kit farmacéutico pueden suministrarse en forma sélida (por ejemplo,
liofilizada) o liquida. Cada ingredientes sera generalmente adecuado tal como se haya alicuotado en su respectivo
recipiente o proporcionado en forma concentrada. Los paquetes o kits farmacéuticos pueden incluir medios para la
reconstitucion de ingredientes liofilizados. Los envases individuales de los kits se mantendran preferentemente en
confinamiento cerrado para venta comercial.

En determinadas realizaciones, un paquete o kit farmacéutico incluye uno o0 méas agentes terapéuticos adicionales (por
ejemplo, uno o mas agentes antivirales, tal como se describe anteriormente). Puede haber un aviso o prospecto
asociado opcionalmente al envase de la manera prescrita por una organismo gubernamental que regule la fabricacion,
uso o venta de productos farmacéuticos o biologicos, que refleje la aprobacion por el organismo para la fabricacion,
uso o venta para administracion a seres humanos. El aviso del prospecto puede contener instrucciones para el uso de
una composicion farmacéutica de acuerdo con métodos de tratamiento divulgados en el presente documento.

Puede estar presente un identificador, por ejemplo, un cdédigo de barras, etiquetas de identificacion por
radiofrecuencia, etc., en o sobre el kit. El identificador puede usarse, por ejemplo, para identificar univocamente el kit
con fines de control de calidad, control de inventario, el seguimiento de los movimientos entre estaciones de trabajo,
etc.

IV - Usos no terapéuticos de anticuerpos monoclonales anti-claudina-1

Los anticuerpos de la presente invencién, por ejemplo, un anticuerpo monoclonal anti-claudina-1 producido mediante
una linea celular de hibridoma proporcionada en el presente documento, puede emplearse en una variedad de
aplicaciones no terapéuticas, tales como métodos de purificacion, exploracion y diagnéstico.

A. Métodos de purificacion

Por tanto, los anticuerpos de la invencion pueden usarse como agentes de purificacion por afinidad. En la presente
solicitud, se inmoviliza un anticuerpo sobre una fase sélida, tal como una resina Sephadex o papel de filtro, usando
métodos bien conocidos en la técnica. El anticuerpo inmovilizado se pone en contacto con una muestra que contiene
claudina-1 humana (o un fragmento de la misma) que se va a purificar, y a continuacion se lava el soporte con un
disolvente adecuado que retire sustancialmente todo el material de la muestra a excepcion de la proteina claudina-1,
que se encuentra unida al anticuerpo inmovilizado. Finalmente, se lava el soporte con otro disolvente adecuado que
liberara a la proteina claudina-1 del anticuerpo.

B. Métodos de exploracion

Los anticuerpos anti-claudina-1 de la presente invencién también pueden usarse en métodos de exploracién de
farmacos basados en ensayos de unién competitiva. Dichos métodos pueden implicar las etapas de permitir la unién
competitiva entre un compuesto de ensayo (por ejemplo, un anticuerpo de ensayo) en una muestra y una cantidad
conocida de un anticuerpo monoclonal anti-claudina-1, para la unién a células a las que se une el anticuerpo, y medir la
cantidad del anticuerpo monoclonal conocido unido. El anticuerpo monoclonal se marca de manera adecuada, por
ejemplo, con un marcador enzimatico, quimioluminiscente o fluorescente.

C. Métodos diagnésticos
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Los anticuerpos anti-claudina-1 de la presente invencién también pueden ser Utiles en ensayos diagnosticos y/o
pronésticos, en particular para el diagnéstico o el pronéstico de diferentes canceres, por ejemplo, detectando la
expresion de claudina-1 en células especificas, tejidos, o suero. Por tanto, por ejemplo, se ha demostrado que una
expresion disminuida de claudina-1 es un fuerte indicador de la recurrencia del cancer de colon y de una escasa
supervivencia del paciente en cancer de colon en estadio Il (Resnick, 2005); la expresion aumentada de claudina-1 es
un buen marcador diagndstico para la detecciéon de neoplasia intraepitelial de cuello de Gtero (Sobel, 2005) y se ha
comunicado que es un marcador (til para la transformacion maligna de células escamosas del cuello del Gtero (Lee,
2005); la expresion disminuida de claudina-1 se correlaciona con elevado grado del tumor y de recurrencia de
enfermedad bioquimica en adenocarcinoma de préstata (Sheeban, 2007); se ha demostrado que la expresion
disminuida de claudina-1 es correlativa al estado de recurrencia y potencial maligno del cancer de mama (Morohashi,
2007).

Los ensayos diagnosticos y/o prondsticos de la presente invencion comprenden generalmente poner en contacto una
muestra biolégica obtenida de un paciente con un anticuerpo anti-claudina-1 durante un periodo de tiempo y en
condiciones que permitan que se forme un complejo anticuerpo-claudina-1 entre el anticuerpo y la claudina-1 presente
en la muestra bioldgica; y detectar (y/o cuantificar) la presencia o ausencia de cualquier complejo
anticuerpo-claudina-1 formado. La presencia o cantidad determinada puede usarse como indicacion de la presencia
de una afeccién dada (por ejemplo, un cancer). En determinados métodos, se compara la cantidad medida con la
cantidad de complejo anticuerpo-claudina-1 formado en las mismas condiciones para una muestra bioldgica obtenida
de un sujeto sano (o0 de una serie de muestras bioldgicas obtenidas de un nimero significativo de sujetos sanos).

Estos métodos pueden aplicarse al estudio de cualquier tipo de muestras bioldgicas. Los ejemplos de muestras
biologicas adecuadas incluyen, pero sin limitacién, sangre completa, orina, suero, plasma, saliva, fluido sinovial, fluido
seminal, fluido linfatico, fluido cefalorraquideo, fluido peritoneal, asi como muestras endocervicales, uretrales, rectales
y vaginales. Las muestras biologicas pueden contener secciones de tejido (por ejemplo, muestras de biopsia
mamaria), secciones congeladas, y muestras archivadas con historial de diagnoéstico, tratamiento y/o desenlace
conocido. Las muestras bioldgicas pueden tomarse pro cualquier medio no invasivo, tal como, por ejemplo, extrayendo
sangre de un sujeto, o usando aspiracion por aguja fina o biopsia.

Los métodos diagndsticos pueden efectuarse sobre la muestra bioldgica en si sin, o con procesamiento limitado de la
muestra. Como alternativa, pueden llevarse a cabo después del procesado de la muestra bioldgica. El procesado de
una muestra biologica puede implicar uno o mas de: filtracién, destilacion centrifugacion, extraccion, concentracion,
dilucion, purificacion, inactivacion de componentes interferentes, adicion de reactivos y similares. Por ejemplo, el
método de diagndstico puede llevarse a cabo en un extracto proteico preparado a partir de la muestra biolégica. Se
conocen bien en la técnica métodos de extraccion de proteinas.

En los métodos diagndsticos descritos anteriormente, la deteccion de un complejo anticuerpo-claudina-1 puede
llevarse a cabo mediante cualquier método adecuado (véase, por ejemplo, E. Harlow y A. Lane, "Antibodies: A
Laboratories Manual”, 1988, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY). Por ejemplo, la deteccién de un
complejo anticuerpo-claudina-1 puede llevarse a cabo usando un inmunoensayo. Hay disponible una gran variedad de
técnicas de inmunoensayo, incluyendo radioinmunoensayo, inmunoensayos enzimaticos (EIA), ensayos
inmunoadsorbentes acoplados a enzimas (ELISA), e inmunoprecipitacion de inmunofluorescencia. Los
inmunoensayos se conocen bien en la técnica. Los métodos para llevar a cabo dichos ensayos asi como aplicaciones
practicas y procedimientos se resumen en libros de texto (véase, por ejemplo, P. Tijssen, En: Practice and theory of
enzyme immunoassays, eds. R.H., Burdon y v. P.H. Knippenberg, Elsevier, Amsterdam (1990), pags. 221-278 y varios
volimenes de "Methods in Enzymology", Eds. S.P. Colowick et al.., Academic Press, que tratan sobre métodos de
deteccion inmunoldgica, especialmente en los volimenes 70, 73, 74, 84, 92 y 121). Los inmunoensayos pueden ser
competitivos 0 no competitivos.

En determinadas realizaciones, el anticuerpo se inmoviliza uniéndolo covalentemente o pasivamente a la superficie del
portador o soporte sélido. El soporte sélido es cualquier soporte sélido conocido en la técnica sobre el que puede
fijarse operativamente el anticuerpo; Fijado operativamente se refiere a que el anticuerpo se fija de manera que
permite la formacién de un complejo entre el anticuerpo fijado y el dominio extracelular de claudina-1. Los ejemplos de
materiales portadores o de soporte incluyen, pero sin limitacion, agarosa, celulosa, nitrocelulosa, dextrano, Sephadex,
sefarosa, carboximetil celulosa, poliacrilamidas, poliestireno, cloruro de polivinilo, polipropileno, gabros, resina
magnética de intercambio iénico, vidrio, copolimero de poliamina-metilvinil-éter-acido maleico, copolimero de
aminoacidos, copolimero de etileno-acido maleico, nailon, seda y similares. La inmovilizaciéon de un anticuerpo sobre
la superficie de un portador o soporte sélido puede implicar reticulacion, unién covalente o adsorcion fisica, usando
métodos bien conocidos en la técnica. El portador o soporte sélido puede estar en forma de un lecho, una particula, un
pozo de microplaca, una matriz, una cubeta, un tubo, una membrana o cualquier otra forma adecuada para
acondicionar un inmunoensayo. En determinadas realizaciones, la inmovilizacion de un antigeno a un portador o
soporte sélido incluye electroforesis en gel seguido de transferencia a una membrana (tipicamente nitrocelulosa o
PVDF) en un proceso denominado transferencia de Western (o inmunotransferencia) bien conocido en la técnica.

D. Kits diagnésticos
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La presente invencidon también proporciona kits que comprenden materiales, incluyendo al menos un anticuerpo
monoclonal anti-claudina-1, Utiles para llevar a cabo métodos de exploracién o diagnéstico descritos anteriormente.
Preferentemente, el kit comprende una combinacion de reactivos en cantidades predeterminadas con instrucciones
para llevar a cabo uno de los métodos. En las realizaciones en las que el anticuerpo esta marcado con una enzima, €l
kit incluird sustratos y cofactores necesitados por la enzima (por ejemplo, un precursor de sustrato que proporciona el
croméforo o fluoréforo detectable). Ademas, pueden incluirse otros aditivos tales como estabilizantes, tampones (por
ejemplo un tampdn de bloqueo o tampon de lisis) y similares. Pueden variarse ampliamente las cantidades relativas de
los diversos reactivos para proporcionar concentraciones en soluciones de los reactivos que optimicen
sustancialmente la sensibilidad del ensayo. En particular, los reactivos pueden proporcionarse como polvos secos,
normalmente liofilizados, que incluyen excipientes que en disolucion proporcionaran una solucién de reactivo que tiene
la concentracion adecuada. El anticuerpo puede o no inmovilizarse sobre una superficie de sustrato (por ejemplo,
perlas, matrices y similares). Los kits también pueden contener un aviso en la forma prescrita por un organismo
gubernamental que regule la fabricacién, uso o venta de productos farmacéuticos o biol4gicos.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos describen algunos de los modos preferidos para producir y poner en practica la presente
invencion. Sin embargo, debe entenderse que los ejemplos son solo con fines ilustrativos y no pretenden limitar el
alcance de la invencion. Ademas, a menos que la descripcidén en un Ejemplo se presente en tiempo pasado, el texto, al
igual que el resto de la memoria descriptiva, no pretende sugerir que se efectuasen realmente experimentos o que
realmente se obtuviesen datos.

Algunos de los resultados comunicados a continuacion para antisueros policlonales se presentaron en el 15™
International Symposium on Hepatitis C Virus and Related Viruses (15° Simposio internacional sobre la hepatitis C y
virus relacionados) (San Antonio, Texas, EE.UU, 5-9 de octubre de 2008) y se resumen en un resumen titulado
"Production of anti-claudinl antibodies potently inhibiting HCV infection reveals that Claudin-1 is required for an entry
step closely linked to SR-BI and CD81" por S. Krieger et al. Otros resultados se presentan en S. Krieger, et al.,
"Inhibition of hepatitis C virus infection by anti-Claudin antibodies is mediated by inhibition of E2-CD81-CLDN1
association", que se ha remitido para su publicacion en agosto de 2009 asi como S. Krieger, et al., "Monoclonal
anti-claudin-1 antibodies for prevention and treatment of hepatitis C virus infection", que se remitié para su publicacion
en octubre de 2009.

Ejemplo 1: Anticuerpos policlonales contra claudina-1 humana
Materiales y métodos

Células. Se han descrito las células de ovario de hamster chino (CHO), las células BOSC23y las células Huh7.5.1 de
hepatoma usadas en los presentes estudios (Barth, 2005; Barth, 2003; Bartosch, 2003; Blight, 2002). Las células
BOSC23 son células de empaquetamiento ecotropico derivadas de HEK293 que no expresan CLDN1 enddgeno
(Pear, 1993). Los hepatocitos primarios humanos se aislaron y cultivaron como se describe por David, 1998.

Produccién de anticuerpos policlonales anti-CLDN1. Se provocaron anticuerpos dirigidos contra el bucle
extracelular de claudina-1 humana mediante inmunizacion genética de ratas Wistar usando un vector de expresion
pcCMVSport6 que contiene el ADNc de CLDN-1 humana de longitud completa (ocDNA CLDN-1). En resumen, los
animales recibieron cinco aplicaciones de pcDNA CLDN-1, por via intradérmica a intervalos de 2 semanas. Se recogio
el suero de control preinmune del mismo animal sangrado antes de la inmunizacidn. Para analizar la especificidad del
suero policlonal anti-CLDN-1 producido, se transfectaron células BOSC23 o CHO con pcDNA (vector de control) o
pcDNA CLDN-1 usando transferencia génica mediada por liposomas (Lipofectamina; Invitrogen, Karlsruhe, Alemania)
de acuerdo con el protocolo del fabricante. A continuacion se incubaron las células BOSC23 o CHO con suero
policlonal anti-CLDN-1 o suero de control preinmune y se analizd la expresion de CLDN-1 superficial mediante
citometria de flujo como se ha descrito anteriormente (Barth, 2005).

Caracterizacién de anticuerpos policlonales anti-CLDN-1 mediante inmunofluorescencia. Se sembraron células
Caco2 y células Huh7.5.1 sobre cubreobjetos de vidrio, se fijaron con paraformaldehido al 3 % en PBS durante 20
minutos, y se tifleron para CLDN-1 usando anticuerpos anti-CLDN-1 dirigidos contra los ectodominios de CLDN-1 (es
decir, anticuerpos policlonales de la invencion, "AcP anti-CLDN1", 50 ug/mL de IgG de rata anti-CLDN1), un anticuerpo
anti-CLDN1 dirigido contra el dominio intracelular C-terminal ("AcM anti-CLDN1", clon 1C5-D9, Abnova), y para el
ndcleo usando DAPI (4',6'-diamidino-2-fenilindol). Se usaron IgG policlonal de rata de control ("AcP CTRL") e IgG
monoclonal de raton ("AcM CTRL") como controles. Los anticuerpos primarios unidos se visualizaron usando
anticuerpos secundarios Alexa Fluor® 488 anti-Cy5 de rata y anti-ratdn y un microscopio Zeiss Axio Observer (Carl
Zeiss, S.A.S, Le Pecq, Francia).

Produccién de VHC recombinante y ensayos de infeccién. Los plasmidos pFK-Jcl (Pietschmann, 2006) codifican

el ADNc de VHC JFH1 de longitud completa o el genoma quimérico de VHC disefiado Jcl que consiste en los
segmentos H6CF y JFH1. La sintesis in vitro de ARN de VHC y la transfeccion de ARN se llevo a cabo tal como se ha
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descrito (Wakita, 2005). Los sobrenadantes de cultivo de células transfectadas se aclararon y concentraron como se
ha descrito anteriormente usando Amicon Ultra 15 (Millipore, Billerica, MA, EE.UU.) y se usaron directamente o se
almacenaron a 4 °C o a -80 °C. Se titularon los virus usando el ensayo de dilucion limitante en células Huh7.5.1 con
unas pocas modificaciones menores y se calculé la TCIDsy (la dosis infectiva para el 50 % del cultivo tisular)
basandose en el método descrito por Lindenbach, 2005. Las células Huh7.5.1 se mezclaron con anti-CLDN-1 o suero
de control (comenzando a una concentracion de 5 yg/ml a 100 yg/ml) y se preincubaron durante 1 hora a 37 °C. Se
afiadieron las VHCcc y se incubaron durante 16 horas a 37 °C. Los sobrenadantes se retiraron y se incubaron las
células en medio regular durante 72 horas a 37 °C y se determiné la infeccion por VHC mediante gRT-PCR de ARN de
VHC intracelular tal como se ha descrito. La neutralizacién mediada por anticuerpos se determind mediante la
infectividad especifica.

Produccién de pseudoparticulas retrovirales de VHC e inhibicion mediada por anticuerpos de infeccién por
VHCpp. Se generaron VHCpp que portan proteinas de la envuelta de la cepa H77 u otras cepas y VSVpp tal como se
ha descrito (Bartosch, 2003). Las VHCpp sin glucoproteinas de envuelta (pp de control) sirvieron como control
negativo. Para el estudio de neutralizacién mediada por anticuerpos, se sembraron células Huh7.5.1 el dia antes de los
ensayos de infeccion en placas de 96 pocillos a una densidad de 0,5 x 10* células/pocillo. Las células Huh7.5.1 se
mezclaron con anti-CLDN-1 o suero de control (comenzando a una diluciéon 1/20) y se preincubaron durante 1 hora a
37 °C. Se retiraron los sobrenadantes y se incubaron las células en medio regular durante 72 horas a 37 °C. La entrada
de VHC se determind mediante andlisis de expresion del gen indicador de luciferasa tal como se ha descrito. La
neutralizacion mediada por anticuerpos se determindé mediante la infectividad especifica de VHCpp en presencia de
suero anti-claudina-1 o suero preinmune.

Resultados

Produccién de anticuerpos policlonales dirigidos contra el bucle extracelular de claudina 1 expresada en
células BOSC23 o CHO que expresan claudina-1. Para determinar el papel funcional de CLDN-1 en la iniciacion de
la infeccion por VHC, se generaron en primer lugar sueros policlonales de rata anti-CLDN-1 dirigidos contra el bucle
extracelular de CLDN-1 mediante inmunizacion genética tal como se ha descrito anteriormente. Después de completar
la inmunizacion, se seleccionaron los anticuerpos por su capacidad para unirse a CLDN-1 humana expresada en la
superficie celular de células BOSC23 o CHO transfectadas no permeabilizadas. Tal como se muestra en la Figura 1, la
incubacién de células CHO que expresan CLDN-1 humana con anticuerpos policlonales de rata anti-CLDN-1 dio como
resultado la interaccion especifica del suero con el ectodominio extracelular de CLDN-1 (Figura 1B). Por el contrario,
no se observé interaccion en células CHO transfectadas con el vector de control pcDNA3.1 e incubadas con suero de
rata anti-CLDN-1 o en células CHO transfectadas con ADNc que expresan CLDN-1 humana e incubadas con un suero
preinmune de rata (Figura 1A).

Para estudiar si anti-CLDN-1 humana reconoce a CLDN-1 en células susceptibles de infeccién por VHC, se incubaron
hepatocitos humanos y células Huh7.5.1 de hepatoma con el suero y se analizaron mediante citometria de flujo. Tal
como se muestra en la Figura 2, la incubacion de células Huh7.5.1 humanas (Figura 2A) y hepatocitos humanos
(Figura 2B) con anticuerpo policlonal de rata anti-CLDN-1 demostré que el anticuerpo reconocié a CLDN-1 expresada
en células diana de VHC incluyendo hepatocitos humanos. En su conjunto, estos datos demuestran que los
anticuerpos policlonales anti-CLDN-1 producidos mediante inmunizacion genética se unen al ectodominio de CLDN-1
humana expresada sobre hepatocitos humanos asi como en células de hepatoma humano.

Caracterizacién de anticuerpos policlonales anti-CLDN-1 mediante inmunofluorescencia. Los resultados
obtenidos mediante inmunofluorescencia se presentan en la Figura 3. Estos demuestran que, como era de esperar, los
anticuerpos policlonales anti-CLDN-1 se localizan en la superficie celular.

Inhibicién de infeccion por VHC mediante anticuerpos policlonales anti-CLDN-1. Pada determinar el papel de
CLDN-1 en la infeccién por VHC, se estudi6 la infeccién por VHCcc de JFH1 en células Huh7.5.1 en presencia de
anticuerpos anti-CLDN-1 dirigidos contra los epitopos de los bucles extracelulares de CLDN-1. La Figura 4a muestra
gue el suero de rata anti-CLDN-1 inhibi6 la infeccién por VHCcc de JC1 en mas de un 80 % a una concentracion de
100 pg/ml. Por el contrario, el suero preinmune de control no tuvo efecto en la infeccion por VHCcc (Figura 4A). En su
conjunto, estos datos demuestran que los anticuerpos dirigidos contra el ectodominio de CLDN-1 inhiben de manera
eficiente la infeccion por VHC.

Para confirmar que la inhibicion de la infeccion por VHCcc de JFH1 estaba de hecho mediada por anticuerpos
anti-CLDN-1, se purifico 1gG de suero de rata anti-CLDN-1 y de suero de control. Tal como se muestra en la Figura 4B,
la IgG purificada anti-claudina-1 inhibié de manera destacada la infeccion por VHC de células Huh7.5.1 de manera
similar al suero anti-CLDN-1. Por el contrario, la IgG de control (100 pug/ml) purificada a partir de suero preinmune no
inhibié la infeccion por VHCcc (Figura 4B). Estos datos demuestran claramente que el efecto inhibidor del suero
anti-CLDN-1 esta mediado por en anticuerpo anti-CLDN-1 y no por otras sustancias presentes en el suero (tales como
ligandos de CLDN-1 que potencialmente interfieren con la funcién de CLDN-1).

Ademas, el efecto inhibidor de los anticuerpos anti-claudina-1 purificados en la infeccién por VHC se confirmé usando
particulas seudotipadas de VHC retroviral (VHCpp). Los anticuerpos anti-claudina-1, pero no los anticuerpos de
control, inhibieron la infeccién de células Huh7.5.1 por VHCpp de manera dependiente de la dosis (datos no
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mostrados).

En conclusién, estos datos demuestran que los anticuerpos policlonales anti-claudina-1 inhiben de manera eficaz la
infeccion por VHC.

Usando un anticuerpo monoclonal anti-CD81, suero de rata anti-SR-BI, y suero de rata anti-CLDN-1 obtenidos tal
como se describe anteriormente, los solicitantes han demostrado que el bloqueo de CLDN-1 y CD81, o CLDN-1y
SR-BI, 0 CLDN-1, CD81 y SR-BI inhibié la infeccion por VHCcc de manera mas potente que bloqueando solo cada uno
de los factores de entrada (véase la Figura 5(A)-(D)). En su conjunto, estos datos sugieren que CLDN-1 media la
entrada de VHC en cooperacién con CD81 y SR-BI. Se descubrié que el anticuerpo monoclonal anti-CD81, el suero de
rata anti-SR-BI, y el suero de rata anti-CLDN-1 inhibian la infeccion por VHCcc de células Huh7.5.1 con cinética
similar, lo que sugiere que CLDN-1, SR-Bl y CD81 actiian de manera practicamente simultanea durante el proceso de
entrada del VHC en las células Huh7.5.1 (véase la Figura 6).

Ejemplo 2: Anticuerpos monoclonales anti-claudina-1
Materiales y métodos

Lineas celulares y hepatocitos primarios. El cultivo de células Huh7 humanas (Steinmann, 2004), Huh7.5.1 (Zhong,
2005), 293T (Pestka, 2007), BOSC23 (Pear, 1993), CHO de hamster (Barth, 2005) y Hepal.6 murinas (Steinmann,
2004) se ha descrito con anterioridad. Los hepatocitos primarios humanos y de raton se aislaron y cultivaron tal como
se ha descrito (Codran, 2006; Lan, 2008; Zeisel, 2007). Los hepatocitos primarios de cinomolgo se compraron a través
de PRIMACYT Cell Culture Technology GmbH, Alemania.

Unién de AcM anti-CLDN-1 a hepatocitos primarios humanos y analisis de competicion cruzada. Las células
Huh7.5.1 o los hepatocitos primarios de humano o cinomolgo (2 x 10° células/pocillo) se incubaron durante 30 minutos
a temperatura ambiente con concentraciones en aumento de AcM anti-CLDN-1 en suero salino tamponado con fosfato
(PBS)-suero fetal de ternera (FCS) al 3 %. La unién del AcM se reveld mediante incubacion de AcM de IgG anti-rata
conjugado a PE (Southern Biotechnology Associates). Como control, se usd 1gG2b de rata de isotipo emparejado
(Genovac). Las adquisiciones FACS y el analisis se llevé a cabo con un dispositivo FACScan (Beckton Dickinson) y el
programa informético CellQuest. La competicién entre AcM anti-CLDN-1 se midi6 mediante un ELISA basado en
células. Las células Huh7.5.1 de hepatoma humano (2 x 10° células/pocillo) se sembraron en placas de 96 pocillos.
Después de bloquear los pocillos, las células se incubaron durante 60 minutos con 0,1 pg/ml de AcM anti-CLDN-1
biotinilado junto con concentraciones en aumento de AcM anti-CLDN-1 no marcados como competidores. Después del
lavado de las células en PBS se detecto la union de anticuerpo biotinilado mediante incubacion con estreptavidina
marcada con peroxidasa de rabano picante (BD). La union se midié como unidades relativas de fluorescencia (590 nm)
después del lavado y el revelado con reactivo Amplex Red. Las curvas determinadas por medicidn de la unién en
presencia de un control emparejado de isotipo se compararon con aquellas determinadas en presencia del anticuerpo
competidor. El marcaje con biotina se efectu6 usando Sulfo-NHS-LC-Biotina (Thermo Scientific) de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante.

Estudios de imagen de CLDN-1 de la superficie celular. Se incubaron células Huh7.5.1 vivas con control de isotipo
de rata u OM-7D3-B3 anti-CLDN-1 (10 yg/ml) y un anticuerpo secundario anti-rata conjugado a Cy5 (1/300; Jackson
Immunoresearch) en ausencia de reactivos de permeabilizacién. Después de la tincion, se fijaron las células, se
montaron y se observaron un dispositivo Leica LSR2 CLSM (IGBMC Imaging Center, llikirch, Francia).

Mapeo de epitopos usados como diana por AcM anti-CLDN-1. El mapeo de epitopos se llevo a cabo usando
pldsmidos pQCXIN-hClaudinl que codifican CLDN-1 de tipo silvestre o CLDN-1 que contiene mutaciones definidas
introducidas mediante mutagénesis dirigida a sitios (Cukierman, 2009). Estos plasmidos mutantes en CLDN-1 fueron
amablemente proporcionados por la Dra. Tanya Dragic (Department of Microbiology and Immunology, Albert Einstein
College of Medicine, Bronx, Nueva York). La CLDN-1 de tipo silvestre y mutante contiene un marcador citoplasmico
N-terminal de hemaglutinina (HA), que permite la cuantificacion de la eficacia de la transfeccion y expresiéon de
proteinas (Cukierman, 2009). Para estudiar la union de AcM anti-CLDN-1 a CLDN-1 mutante, se transfectaron de
manera transitoria células BOSC23 negativas a CLDN-1 con construcciones de expresion de CLDN-1 (0,05 ug de
ADN,; Lipofectamina). 48 horas después, se determind la unién de anticuerpo monoclonal OM-7D3-B3 u OM-8A9-A3 a
las células BOSC23 transfectadas de manera transitoria con plasmidos pQCXIN-hClaudinl mediante citometria de
flujo. La cuantificacion mediante citometria de flujo de la expresion del marcador HA usando anticuerpo anti-HA sirvié
como control interno. Las células transfectadas se permeabilizaron con Cytoperm/Cytofix (BD) para el andlisis de la
expresion marcador HA citoplasmico o se dejaron sin tratar para el analisis de las interacciones anti-CLDN-1-CLDN-1
mutante. Para el andlisis FACS, las células transfectadas se incubaron con AcM anti-CLDN1 o anti-HA (Covance)
durante 30 minutos seguido de incubacién con 10 ug/ml de AcM de IgG anti-rata (para anti-CLDN1) o con 10 pg/ml de
AcM de IgG anti-ratén marcado con ficoeritrina (para anti-HA).

Produccién de VHCcc e infeccidn. Las VHCcc (cepas Jcl, Luc-Jcl, Luc-Conl) se generaron tal como se ha descrito

anteriormente (Haberstroh, 2008; Koutsoudakis, 2006; Pietschmann, 2006; Wakita, 2005; y Zeisel, 2007). Para los
experimentos de infeccién, se sembraron células Huh7.5.1 en placas de cultivo tisular de 48 pocillos a una densidad de
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2 x 10* células/pocillo. Las células se preincubaron en presencia o ausencia de anticuerpos durante 1 horaa 37 °Cy
después se infectaron a 37 °C durante 4 horas con VHCcc de Jc1 o VHCcc de Luc-Jcl. 48 horas después, se analizé
la infeccion por VHC en lisados celulares mediante cuantificacion de ARN de VHC intracelular usando RT-PCR o
actividad de luciferasa tal como se ha descrito anteriormente (Haberstroh, 2008; Koutsoudakis, 2006; Tscherne, 2006;
y Zeisel, 2007).

Produccién de pseudoparticulas de VHC (VHCpp) e infeccidn. Las VHCpp basadas en MLV o VIH (cepas H77,
HCV-J, JFH-1, UKN3A.1.28, UKN4A.21.16, UKN5.14.4, UKN6.5.340, VI, VJ, VD, VH, VK y VA-VY) y las VSVpp se
produjeron tal como se ha descrito (Lavilette, 2005; Bartosch, 2003; Pietschmann, 2006; Zeisel, 2007; Fafi-Kremer,
2009). Para los experimentos de infeccion, Se emplacaron células HEK293T, 293T/CLDN1+ y Huh7.5.1 en placas de
24 pocillos el dia antes de los experimentos cinéticos tal como se ha descrito anteriormente (Haberstroh, 2008). 72
horas después, se lisaron las células y se analizé la entrada de VHCpp mediante cuantificacion de la expresién del gen
indicador de luciferasa tal como se ha descrito (Koutsoudakis, 2006).

Ensayos de toxicidad. Los efectos citotoxicos sobre las células se determinaron por triplicado analizando la
capacidad de las células para metabolizar bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazoil-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (Mosmann,
1983). Las células Huh7.5.1 y los hepatocitos humanos primarios de tres donantes distintos se incubaron con
anticuerpo monoclonal de rata, OM-7D3-B3 anti-CLDN1 (0,01-100 ug/ml), flavopiridol (10 uM, Sigma) o compuesto C
(0,01-100 pM, Sigma). La concentracion final de MTT fue de 0,6 mg/ml. Los cristales de formazan producidos por las
células se solubilizaron y midieron tal como se ha descrito (Mosmann, 1983).

Andlisis estadistico. Los resultados se expresaron como la media * desviacion estandar (DE). Los andlisis
estadisticos se llevaron a cabo usando la prueba de la t de Student con valor de P de < 0,05 considerado como
estadisticamente significativo.

Resultados

Produccién de anticuerpos monoclonales especificos para los dominios extracelulares de CLDN-1 de la
superficie celular.

Se inmunizaron cinco ratas con un ADNc de claudina-1 humana de longitud completa (Namero de Acceso del NCBI:
NM_021101) en un vector de expresion en mamifero aplicando protocolos de inmunizacion genética estandar usados
por Genovac GmbH y resumidos en otra parte (Lohrmann, 2003), con la exploracion basada en un sistema Genovac
descrito en la Patente de Alemania N° DE 198 52 800. En resumen, para esta exploracién, se ensayan sueros y
sobrenadantes de hibridoma contra células de mamifero transfectadas con construcciones de ADNc marcadas que
expresan las dianas contra las que se estan generando los anticuerpos. Los vectores de ADN se disefian de tal modo
que la proteina resultante se secreta y une temporalmente a la membrana plasmatica. Esto permite un ensayo de
exploracion basado en células usando citometria de flujo o un ELISA basado en células.

Después de varios refuerzos de ADN, se sacrificé a los animales, y se recogieron el suero y los linfocitos de los
animales individuales. Se ensayo0 el suero de cada animal mediante citometria de flujo para el reconocimiento de la
proteina claudina-1 humana, después de la transfeccidn transitoria del ADNc de claudina-1 en células de mamifero
(Figura 7).

Se retiraron los linfocitos de la rata 3 y se fusionaron con células de mieloma de raton SP2/0/Ag14 (Numero de ATCC:
CRL-1581) usando condiciones de PEG estandar y los hibridomas resultantes se emplacaron en placas de 96 pocillos
en condiciones de seleccidn estandar (véase, por ejemplo, E. Harlow y D. Lane, en "Antibodies, A Laboratory Manual",
capitulo 6, 1988, Cold Spring Harbor). Después de dos semanas, se ensayaron los sobrenadantes de hibridoma en un
ELISA basado en células contra células de mamifero que se habian transfectado transitoriamente con el ADNc de
claudina-1 y células transfectadas con un ADNc irrelevante como control negativo de expresion. Esta preseleccion
permitié la identificacién de hibridomas positivos que se transfirieron para su expansion a placas de 24 pocillos seguido
de placas de 6 pocillos y sus sobrenadantes se volvieron a ensayar mediante citometria de flujo contra células de
mamifero que se habian transfectado transitoriamente con las mismas construcciones de ADNc positivas y negativas
que se habian usado para el ELISA basado en células.

Entonces se llevé a cabo el analisis de la inhibicién de la infeccion con VHC infeccioso recombinante (VHCcc de
Luc-Jcl) mediante sobrenadantes de hibridoma que contenian anticuerpos anti-CLDN-1. Mas especificamente, se
incubaron células Huh7 con 100 pl de sobrenadante de hibridoma que contenia anticuerpos durante 1 hora a 37 °C.
Después, se afiadieron VHCcc infecciosas (TCID 10°/ml; derivadas de la cepa Luc-Jcl que contiene un elemento
indicador de luciferasa) durante 3 horas a 37 °C. Entonces se retird el sobrenadante y se sustituy6é por medio fresco
(DMEM, FBS al 10 %). Dos o tres dias después, la infeccion viral se cuantific6 mediante expresion de gen indicador de
luciferasa en lisados celulares (Zeisel, 2007). Los resultados obtenidos, expresados como porcentaje de infeccion por
VHCcc de Luc-Jcl en presencia o ausencia de sobrenadante de hibridoma (infeccion en presencia de PBS = 100 %)
se representan en la Figura 8. Como puede verse en esta Figura, OM-3E5, OM-6D9, OM-7C11, OM-4A4, OM- 6E1,
OM-7D3, OM-7D4, OM-7C8 y OM-8A9 mostraron una inhibiciébn marcada de infeccion por VHC, mientras que
OM-5A1, OM- 6G10, y OM-5A8 no mostraron efectos.
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Después del analisis de su actividad de bloqueo, los clones madre OM-3E5, OM-6D9, OM-7C11, OM-4A4, OM- 6E1,
OM-7D3, OM-7D4, OM-7C8 y OM-8A9 se subclonaron plantandolos en un medio semisdélido, recogiendo las colonias
de subclones resultantes y transfiriéndolas a placas de 96 pocillos (OM7C11 revelé actividad de bloqueo pero dado
gue este era un productor ineficiente de anticuerpos no se subclond). Los subclones resultantes se recogieron y
volvieron a ensayar para su capacidad de unirse a CLDN-1 humana expresada en la superficie celular de células
BOSC23 transfectadas no permeabilizadas asi como en células CHO de hamster transfectadas. Las células BOSC23
humanas son células de empaquetamiento ecotrépico derivadas de HEK293 (Pear, 1993) que no expresan CLDN-1
endogeno (datos no mostrados). Los resultados de estos andlisis se presentan en la Figura 9. Se seleccionaron los
siguientes subclones: OM-3E5-B6, OM-6D9-A6, OM-4A4-D4, OM-6E1-B5, OM-7D3-B3, OM-7D4-C1, OM-7C8-A8 y
OM-8A9-A3.

La incubacion de células BOSC23 y CHO que expresaban CLDN-1 humana con anticuerpos monoclonales de rata
anti-CLDN-1 humana dio como resultado una interaccion especifica con CLDN-1 humana (Figura 9A y Figura 9B).

Para estudiar si los anticuerpos anti-CLDN-1 humana se unen a los bucles extracelulares de CLDN-1 en la superficie
celular de las células Huh7.5.1 permisivas a VHC y a hepatocitos primarios humanos, se incubaron las células con
anticuerpos anti-CLDN-1 y se analizaron mediante citometria de flujo en ausencia de reactivos de permeabilizacion. La
tincion positiva de las células Huh7.5.1 de hepatoma humano y de los hepatocitos humanos con anticuerpos
monoclonales anti-CLDN-1 demostro que estos anticuerpos se unen a CLDN-1 expresada en la superficie celular de
hepatocitos primarios y lineas celulares permisivas a VHC (Figura 9C). Por el contrario, no se observé tincién en las
células BOSC23 deficientes en CLDN-1 humana (Figura 9A) incubadas con AcM anti-CLDN o en células Huh7.5.1,
CHO/CLDN+ o hepatocitos primarios humanos incubados con anticuerpos de control de isotipo (Figura 9B). La tincion
de CLDN1 nativa de la superficie celular mediante anticuerpos monoclonales también se confirmé por
inmunofluorescencia en células Huh7.5.1 vivas no permeabilizadas (Figura 9D). En su conjunto, estos datos
demuestran que los anticuerpos monoclonales anti-CLDN-1 producidos mediante inmunizacion genética se unen
especificamente a los bucles extracelulares de CLDN-1 nativa expresada en la superficie celular de lineas celulares
permisivas a VHC y hepatocitos humanos.

Para investigar si los anticuerpos anti-CLDN-1 humana reaccionan de manera cruzada con CLDN-1 murina, se estudio
la unién de AcM a CLDN-1 murina expresada en lineas celulares derivadas de higado murino. Interesantemente, los
anticuerpos monoclonales anti-CLDN-1 no interactuaron con CLDN-1 murina expresada en la linea celular de
hepatoma de raton Hepal.6. Ademas, tal como se muestra en la Figura 9, los anticuerpos anti-CLDN-1 no tifieron la
linea celular CHO de hamster. Estos descubrimientos sugieren que no hay reactividad cruzada de anticuerpos
anti-CLDN-1 humana con los bucles extracelulares de CLDN-1 murina o de hamster (Figura 9 y Figura 19). Por el
contrario, los anti-CLDN-1 monoclonales de rata mostraron reactividad cruzada con hepatocitos primarios del primate
no humano, mono cinomolgo (Macaca fascicularis) (Figura 9E). Estos datos sugieren que el epitopo (o los epitopos)
usado como diana por los anticuerpos esta conservado entre los primates pero es diferente en roedores, tales como
raton o hamster.

Cada subclon se congelé y se expandié una porcion en medio ISF-1 sin suero (Biochrom AG, Nimero de Catalogo:
9061-01). Los anticuerpos se purificaron en una columna de proteina G y sus concentraciones se determinaron en
tampon PBS. Se determinaron los isotipos para cada clon usando una prueba ELISA comercial de BD-Pharmigen
(Numero de Catalogo: 557081). La naturaleza de las cadenas ligeras también se determind usando el mismo kit de
ELISA comercial. Los resultados de estos andlisis se muestran en la Tabla 1 a continuacion.

Tabla 1. Caracteristicas de los anticuerpos monoclonales secretados por las lineas celulares de hibridoma
seleccionadas

) o Anticuerpo monoclonal secretado
Linea celular de hibridoma - -
Isotipo Cadena ligera

OM-6E1-B5 rlgG2b kappa
OM-8A9-A3 rlgG2b kappa
OM-6D9-A6 rigG2b kappa
OM-7D4-C1 rlgG2b kappa
OM-3E5-B6 rlgG2a kappa
OM-7C8-A8 rlgG2b kappa
OM-4A4-D4 rlgG2a kappa
OM-7D3-B3 rlgG2b kappa
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Caracterizacién de las propiedades de unién de AcM anti-CLDN-1 a células permisivas a VHC y hepatocitos
primarios humanos. Las propiedades de unién de AcM anti-CLDN-1 a células permisivas a VHC y a hepatocitos
primarios humanos se caracterizaron mediante citometria de flujo. Tal como se muestra en la Figura 10, las
concentraciones de semisaturacion medidas para la unién a células Huh7.5.1, que se corresponde con la Ky de los
anticuerpos, fueron las siguientes: 7D3-B3 4 nM; 7D4-C1 5 nM; 8A9-A3 2 nM; 4A4-D4 9 nM, 6D9-A6 8 nM, 6E1-B5 3
nM, 7C8-A8 7 nM (Figura 10A). Se obtuvieron similares concentraciones de semisaturacién y KD aparente de los
anticuerpos para la unién de anticuerpo a hepatocitos humanos (datos no mostrados). Estos resultados demuestran
que los anticuerpos anti-CLDN-1 se unen a lineas celulares permisivas a VHC y a hepatocitos humanos con una
elevada afinidad.

Neutralizacién cruzada de aislados de VHC de todos los genotipos principales y cuasiespecies individuales
mediante anticuerpos anti-CLDN-1. Para investigar si los anticuerpos producidos mediante inmunizacién genética
eran capaces de inhibir la infeccion por VHC, se infectd a las células Huh7.5.1 con virus J6/CF-JFH1 indicador de
luciferasa de luciérnaga Luc-J1 quimérico (Koustsoudakis, 2006) en presencia de anticuerpos anti-CLDN-1 o de
control de isotipo. La Figura 11 muestra que los anticuerpos monoclonales anti-CLDN-1 inhibieron la infeccién por VHC
de células Huh7.5.1 por virus Luc-Jc1 y Luc-Conl de manera dependiente de la dosis mientras que los anticuerpos de
control de isotipo no tuvieron efecto inhibidor. En su conjunto, estos datos demuestran que los anticuerpos dirigidos
contra los bucles extracelulares de CLDN-1 inhiben la infeccion por VHC. Para determinar si los anticuerpos
anti-CLDN-1 eran capaces de neutralizar de manera cruzada la infeccion por VHC de todos los genotipos principales,
se analizo el impacto de los anticuerpos en particulas pseudotipadas de VHC (VHCpp) que portaban glucoproteinas de
la envuelta de VHC de los genotipos 1-6 de VHC. Tal como se muestra en la Figura 12, los anticuerpos monoclonales
anti-CLDN1 inhibieron de manera eficiente y dependiente de la dosis la infeccion de células Huh7.5.1 con VHCpp de
los genotipos 1-6 con una Clsg para la inhibicion de la infeccion por VHC en el intervalo de 0,1 a 5 ug/ml. Se obtuvieron
resultados similares en la infeccion de hepatocitos humanos primarios (Figura 13).

Un reto principal para el desarrollo de antivirales y estrategias inmunosupresoras, es la elevada variabilidad del virus.
El VHC tiene una muy elevada velocidad de replicacion y la polimerasa elevadamente propensa a errores permite la
rapida produccion de variantes virales menores llamadas "cuasiespecies" que pueden sobrepasar las respuestas
inmunes humorales y celulares (Aurora, 2009; Farci, 2006; Ray, 2005; Uebelhoer, 2008). Estas variantes estan en
constante presion inmune en el hospedador infectado, y los procesos de seleccidon conducen a la dominacion de las
cuasiespecies por el virus mas fuerte que pueda evadir el reconocimiento inmune o conferir resistencia a terapias
antivirales.

Para determinar si los anticuerpos anti-CLDN-1 inhibieron de manera eficiente la poblacion de cuasiespecies en
pacientes individuales, se clonaron, secuenciaron y expresaron las glucoproteinas de la envuelta de dos pacientes
individuales infectados por VHC de manera cronica. Tal como se muestra en la Figura 14, los anticuerpos anti-CLDN-1
neutralizaron ampliamente la infeccion por VHC de VHCpp que portaban glucoproteinas de la envuelta de
cuasiespecies de dos pacientes individuales. Estos datos demuestran que los anticuerpos anti-CLDN-1 neutralizan de
manera cruzada la infeccién por VHC de todos los genotipos principales asi como aislados de la poblaciéon de
cuasiespecies de un paciente individual.

Neutralizacion de cuasiespecies de VHC y cepas virales que han escapado de los anticuerpos neutralizantes
del hospedador y reinfectan el injerto hepéatico. La enfermedad hepatica terminal debida a infeccién por VHC es
una de las causas principales de trasplante hepatico. Debido a la evasion viral de las respuestas inmunes del
hospedador y a la ausencia de estrategias antivirales preventivas, la reinfeccion del injerto es universal y se caracteriza
por una progresion acelerada de la enfermedad hepatica. Mediante el uso de hepatocitos humanos primarios y
seudotipos de VHC retrovirales que portan las glucoproteinas de la envuelta viral derivadas de pacientes infectados
por VHC que se someten a trasplante hepatico, los Solicitantes han demostrado con anterioridad que la entrada viral
potenciada y la evasién de la neutralizacion mediada por anticuerpos son determinantes clave para la seleccion de
variantes virales durante la reinfeccion por VHC del injerto hepatico (Fafi-Kremer, 2009, remitido para su publicacion).

En el presente estudio, se usaron VHCpp que mostraban glucoproteinas de la envuelta de pacientes que se
sometieron a trasplante hepatico y con reinfeccion por VHC para determinar si los anticuerpos anti-CLDN-1 eran
capaces de inhibir la infeccién de hepatocitos humanos primarios con aislados virales que habian escapado de las
respuestas neutralizantes del hospedador y habian dado como resultado la reinfeccién del injerto hepético. Para lograr
este objetivo, los Solicitantes han estudiado el efecto de los anticuerpos anti-CLDN-1 sobre la entrada de VHCpp que
portan glucoproteinas de la envuelta de cepas de VHC seleccionadas durante el trasplante y reinfeccién del injerto
hepatico (cepas de VHC VD, VH, VK). Tal como se muestra en la Figura 15, la preincubacion de células con anticuerpo
anti-CLDN-1 inhibi6 de manera notable la entrada de VHCpp derivadas de paciente en hepatocitos humanos
primarios. Estos datos demuestran claramente que anti-CLDN-1 inhibe especificamente la entrada de VHC de
aislados derivados de pacientes que reinfectan el injerto hepatico.

Los analisis de viabilidad celular basados en el ensayo de MTT se llevaron a cabo para determinar los potenciales
efectos tdxicos de anticuerpos anti-CLDN-1. No se detectaron efectos toxicos en un analisis de lado a lado de la
viabilidad celular basandose en el ensayo MTT incluso a elevadas dosis de anti-CLDN-1 (Figura 16). Por el contrario,
el compuesto C, un inhibidor de AMPK bien caracterizado con toxicidad conocida, dio como resultado una toxicidad
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facilmente detectable (Figura 16).

La uniéon de anticuerpos monoclonales anti-CLDN-1 es dependiente de la conservacion del motivo
elevadamente conservado W(30)-GLW(51)-C(54)-C(64) en los bucles extracelulares de CLDN-1. Finalmente, los
Solicitantes intentaron mapear el epitopo (o los epitopos) usado como diana por los anticuerpos monoclonales
anti-CLDN-1. Se llevaron a cabo experimentos de competicién cruzada usando los seis anticuerpos monoclonales
para investigar si los AcM anti-CLDN-1 reconocen epitopos similares o diferentes no relacionados. La unién de
OM-8A9-A3 0 OM-7D3-B3 marcados a células Huh7.5.1 se midi6é después de preincubacién con concentraciones en
aumento de una IgG de isotipo emparejado de control o de los AcM anti-CLDNL1. La coincubacién con todos los AcM
anti-CLDN1 redujo la unién de 8A9-A3 a anti-CLDN-1 mostrado en la superficie celular en practicamente un 80 %,
mientras que la IgG de control no impidié el reconocimiento de las células Huh7.5.1 (Figura 17A). Se obtuvieron
resultados similares no solo para OM-8A9-A3 u OM-7D3-B3 sino para todo los AcM OM marcados demostrado usando
concentraciones saturadas de AcM inhibidores (Figura 17B). Los resultados obtenidos en el ensayo de union se
confirmaron llevando acabo estudios de competicion cruzada en experimentos de infeccidn. Tal como se muestra en la
Figura 17C, la combinacion de diferentes anticuerpos anti-CLDN-1 no mostré un efecto aditivo o sinérgico destacado
sobre la magnitud de inhibicién de infeccion por VHC. Ademas de confirmar los resultados obtenidos en los ensayos de
union, estos resultados sugieren que los seis anticuerpos anti-CLDN-1 reconocen un motivo similar o estrechamente
relacionado en los bucles extracelulares de CLDN-1. Sin embargo, los datos de secuenciacion provisionales en dos de
los anticuerpos monoclonales indican que varian en secuencia en las cadenas ligeras y pesadas (datos no mostrados).

Se estudiaron las interacciones de los seis anticuerpos monoclonales con un panel de mutantes de CLDN-1 descrito
por Cukierman y colaboradores (Cukierman, 2009) para definir adicionalmente el motivo usado como diana por los
anticuerpos. Usando un enfoque de mutagénesis de barrido de alanina, Cukierman y colaboradores han identificado
siete restos en el primer bucle extracelular de CLDN-1 que son criticos para la entrada de aislados de VHC tomados de
seis subtipos distintos. La mayor parte de los restos criticos pertenecen al motivo W(30)-GLW(51)-C(54)-C(64), que
esta elevadamente conservado entre todas las claudinas humanas (Cukierman, 2009). Usando células BOSCC23
transfectadas de manera transitoria que expresan moléculas de CLDN-1 1 de tipo silvestre y mutantes, los Solicitantes
han demostrado que la sustitucidn de restos de aminoacidos por alanina en las posiciones 30, 35, 49, 50, 51, 54, y 64
de CLDN-1 redujeron de manera dréastica la unién del anticuerpo monoclonal OM-7D3-B3, mientras que las otras
mutaciones no afectaron a la interaccion de los anticuerpos (Figura 18A).

Los estudios anteriores han demostrado que el resto 132 es importante para la entrada (Evans, 2007) y el resto
proximal D38 (Cukierman, 2009) era igualmente importante para la entrada viral. Interesantemente, la mutagénesis de
estos restos aun permitié la unién parcial de anticuerpos anti-CLDN-1 (Figura 18), lo que sugiere que estos restos
juegan un papel menos importante para la interaccion anti-CLDN-1- CLDN-1. Ademas, el andlisis de la union de
anti-CLDN-1 a CLDN-1 mutante demuestra que el resto Y35 parece ser reconocido por los anticuerpos monoclonales
anti-CLDN-1 (Figura 18A y B). La expresiéon adecuada de CLDN-1 de tipo silvestre y mutante en células BOSC23
transfectadas de manera transitoria se confirm6 mediante andlisis por citometria de flujo de los niveles de expresién
del marcador HA y anticuerpo anti-HA (Figura 18AB) excepto para el mutante I32A donde estaba ausente el marcador
HA (Figura 18AB) y se determind la expresion de CLDN1 mediante analisis FACS usando un anticuerpo no
relacionado dirigido contra el dominio C-terminal de CLDN-1 no mutada (mutante I32A: datos no mostrados). Se
observo un patréon similar para el anticuerpo OM-8A9-A3 (Figura 18B). Estos resultados sugieren que los AcM
reconocen epitopos dependientes de la conformacion afectados por el motivo W(30)-GLW(51)-C(54)-C(64) que se han
identificado como restos coesenciales para la entrada del VHC (Cukierman, 2009).

Discusion

Por primera vez, se han generado anticuerpos monoclonales contra los bucles extracelulares de claudina-1 que
neutralizan de manera cruzada y potente la infecciéon por VHC de todos los principales genotipos. El reconocimiento es
fuertemente dependiente de la conservacion del motivo W(30)-GLW(51)-C(54)-C(64) del bucle 1 extracelular de
CLDN-1 humana. Queda aln por determinar si este motivo representa el epitopo o si las mutaciones que afectan al
reconocimiento causan cambios conformacionales que conducen a la pérdida de o al enmascaramiento de este
epitopo. Los anticuerpos anti-CLDN-1 inhiben de manera cruzada la entrada de aislados de VHC en pacientes
individuales asi como la entrada de variantes principales de VHC seleccionadas durante el trasplante hepético usando
VHCpp que portan glucoproteinas de la envuelta derivadas de paciente procedentes de cuatro pacientes con
reinfeccion por VHC durante el trasplante hepatico.

Una limitacién importante de las terapias antivirales actuales y en evolucién que usan al virus como diana es el rapido
desarrollo de resistencia viral. Un desafio importante para el desarrollo de antivirales y de estrategias
inmunopreventivas es la elevada variabilidad del virus. El VHC tiene una muy elevada velocidad de replicacién y la
polimerasa viral elevadamente propensa a errores permite la rapida produccion de variantes virales menores llamadas
"cuasiespecies" que pueden sobrepasar a la respuesta inmune humoral y celular y dar como resultado aislados virales
que confieren resistencia viral a la terapia antiviral convencional (Aurora, 2009). El uso como diana de factores
esenciales del hospedador puede representar una alternativa complementaria. Si sucede el escape viral, consistira en
diferentes mecanismos y factores virales. El hecho de que los anticuerpos anti-CLDN-1 inhiben de manera similar la
infeccion por VHC de aislados virales de todos los genotipos y cuasiespecies en pacientes individuales sugiere la
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ausencia de variantes o genotipos preexistentes resistentes a anticuerpos anti-CLDN-1.

Mediante el desarrollo de anticuerpos anti-CLDN-1 que neutralizan de manera eficiente la infeccién por VHC, los
Solicitantes han demostrado una prueba de concepto para CLDN-1 como diana para nuevas estrategias antivirales. Ya
que la entrada del VHC es la primera etapa de las interacciones virus-hospedador y una diana principal de las
respuestas neutralizantes del hospedador, representa una diana prometedora para terapias antivirales que puedan
complementar los esfuerzos actuales para bloquear los sucesos de replicacion intracelular con inhibidores de las
proteasas y polimerasa del VHC (Stamataki, 2008; Timpe y McKeating, 2008; Zeisel, 2008). El desarrollo clinico
exitoso de inhibidores de la entrada para otras infecciones virales tales como VIH (Este y Telenti, 2007) subraya la
relevancia de la etapa de la entrada viral como diana terapéutica o preventiva.

Una aplicacion importante de los anticuerpos monoclonales puede ser la prevencién de la reinfeccion por VHC
después del trasplante hepatico. Una limitacion principal actual del trasplante hepatico (TH) es la reinfeccidn universal
por VHC del injerto seguida de un trascurso acelerado de la enfermedad hepética inducida por VHC (Brown, 2005). Se
carece de una estrategia profilactica para la prevencién de la reinfeccion y las terapias antivirales basadas en
interferon tienen una eficacia y tolerabilidad limitadas en receptores de TH (Brown, 2005). Debido a la evasion viral de
las respuestas inmunes del hospedador y a la ausencia de estrategias antivirales preventivas, la reinfeccién del injerto
es universal y se caracteriza por una progresion acelerada de la enfermedad hepatica (Brown, 2005). Mediante el uso
de hepatocitos humanos primarios y seudotipos de VHC retrovirales que portan las glucoproteinas de la envuelta viral
derivadas de pacientes infectados por VHC que se someten a trasplante hepético, el equipo de uno de los Solicitantes
ha demostrado con anterioridad que la entrada viral potenciada y la evasion de la neutralizacion mediada por
anticuerpos son determinantes clave para la seleccién de variantes virales durante la reinfeccion por VHC del injerto
hepatico (Fafi-Kremer, 2009, remitido para su publicacion).

En el presente estudio, los Solicitantes han demostrado que los anticuerpos monoclonales anti-CLDN-1 inhibieron de
manera eficiente la infeccion por VHC de hepatocitos humanos primarios con aislados que habian escapado de la
respuesta inmune celular del hospedador durante el trasplante hepético. La neutralizacién eficaz de variantes virales
que han escapado de las respuestas neutralizantes del paciente por medio de un anticuerpo anti-CLDN-1 de
neutralizacion cruzada demuestra que la entrada de VHC es una diana viable para estrategias antivirales que
prevengan la reinfeccién del injerto. Este descubrimiento esti apoyado ademés por estudios recientes en un modelo
de ratdn humanizado para infeccion por VHC, que demuestra que los anticuerpos monoclonales anti-E2 y anti-CD81
eran capaces de neutralizar aislados de VHC genéticamente diversos y de proteger contra la exposicion a
cuasiespecies de VHC heter6logas (Meuleman, 2008; Law, 2008). Por tanto, la administracion de anticuerpos
monoclonales de neutralizacién cruzada anti-CLDN-1, con o sin terapia antiviral concomitante, puede ofrecer una
opcion viable y prometedora para prevenir la reinfeccion por VHC del higado trasplantado.

Una limitacién potencial para el uso de anticuerpos anti-receptor para la prevencion o tratamiento de la infeccion por
VHC puede ser la toxicidad. Los factores de las células hospedadoras tienen funciones importantes que pueden estar
relacionados con mecanismos de entrada viral. Por tanto, los anticuerpos que se unen a factores de entrada del VHC
pueden alterar la funcion o expresion de receptores, dando como resultado efectos secundarios. Interesantemente, no
se detectaron efectos téxicos en un andlisis de lado a lado de la viabilidad celular basandose en el ensayo MTT incluso
a elevadas dosis de anti-CLDN-1 (Figura 16). En este sentido, cabe destacar que los Solicitantes han demostrado con
anterioridad que el antisuero policlonal anti-CLDN-1 no tuvo efecto sobre la permeabilidad de las uniones estrechas y
la integridad en células de hepatoma HepG2 polarizadas (Krieger, 2009, manuscrito remitido). Aunque se necesitan
estudios adicionales para determinar la toxicidad in vivo, los estudios piloto de toxicidad llevados a cabo por los
Solicitantes en células permisivas a VHC y hepatocitos humanos sugieren que los anticuerpos anti-CLDN-1 pueden
tolerarse bien.

¢Cual es el mecanismo de neutralizacion de la infeccion por VHC por medio de anticuerpos monoclonales
anti-CLDN-1? Las CLDN son componentes criticos de las uniones estrechas y tienen una topologia de tretraspanina
con cuatro dominios transmembrana, dos extracelulares y un bucle intracelular, y dominios citoplasmicos N- y
C-terminales (Van ltallie y Anderson, 2006). Se ha demostrado que el bucle 1 extracelular (EL1) de CLDN-1 es
necesario para la entrada de VHC (Evans, 2007) y esta implicado en la funcién de barrera y contribuye a la formacion
de poros entre células polarizadas (Krause, 2008). Los estudios de mutagénesis en células HEK293T no polarizadas
han demostrado que el enriquecimiento de CLDN-1 en los contactos célula-célula pueden ser importantes par ala
entrada de VHC (Cukierman, 2009). Mediante el uso de una variedad de técnicas de formacion de imagenes y
bioquimicas, varios laboratorios han comunicado que CLDN-1 se asocia con CD81. Los datos mas recientes del
laboratorio de los Solicitantes han demostrado que CLDN-1 media la entrada del VHC formando un complejo
virus/correceptor que incluye E2 de VHC, CD81 y CLDN1, que es necesario para la entrada viral (véase el Ejemplo 3).
Los solicitantes demostraron ademas que los anticuerpos anti-CLDN-1 neutralizan la infectividad del VHC reduciendo
la asociacion de E2 con la superficie celular e interrumpiendo las interacciones CD81-CLDN-1 (véase el Ejemplo 3).

Interesantemente, mientras que la magnitud de la inhibicion parecié ser similar para la infeccién de células Huh7.5.1
con VHCcc (Figura 11) y VHCpp (Figura 12), la magnitud de la inhibicion de la infeccién por VHCpp pareci6 ser mas
pronunciada en hepatocitos humanos primarios en comparacion con células Huh7.5.1 (Figura 13-15 y datos no
mostrados). Esto puede deberse al hecho de que la expresion de receptores o complejos de correceptores puede ser
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diferente en hepatocitos humanos primarios parcialmente polarizados en comparacion con lineas celulares de
hepatoma Huh7 no polarizadas.

Los estudios de unién de competicién cruzada de anticuerpos e infeccién demostraron claramente que los anticuerpos
monoclonales usaban como diana un dominio de epitopo estrechamente relacionado (Figura 17). Mediante el uso de
un panel de mutantes de CLDN-1 bien caracterizado, los Solicitantes han demostrado que la sustitucion de los
aminoacidos en las posiciones 30, 35, 49, 50, 51, 54 y 64 de EL1 de CLDN-1 por alanina redujo drasticamente la unién
del anticuerpo monoclonal OM-7D3-B3 a CLDN-1, mientras que la interaccion de anticuerpos con otros mutantes no se
vio afectada en absoluto, o afectada en menor medida (Figura 19).

Estos datos sugieren que los AcM reconocen un epitopo presente dentro del grupo de aminoacidos que comprenden
W(30)-GLW(51)-C(54)-C(64) del EL1 de CLDN-1 o un epitopo que puede perderse o enmascararse mediante cambios
estructurales. En el primer caso, ya que estos aminoécidos conservados no estan estructuralmente agrupados juntos,
es probable que los epitopos reconocidos sean dependientes de la conformacion. Esta hipotesis estd ademas
apoyada por el descubrimiento de que la preincubacién de anticuerpos con péptidos lineales que codifican los
aminoacidos del EL1 de CLDN-1 no fue capaz de revertir la inhibicion mediada por anticuerpos de la infeccion (datos
no mostrados). Ademas, los anticuerpos anti-CLDN-1 producidos mediante inmunizacion genética no mostraron una
interaccion facilmente detectable con péptidos lineales de CLDN-1 como antigenos en un ELISA (datos no mostrados).

Los restos identificados en el primer bucle extracelular de CLDN-1 y usados como diana por los anticuerpos
monoclonales han demostrado ser criticos para la entrada de aislados de VHC extraidos de seis subtipos diferentes
(Cukierman, 2009). EI hecho de que los anticuerpos monoclonales anti-CLDN-1 usen este epitopo como diana
neutraliza eficientemente de manera cruzada la entrada de aislados de VHC de seis aislados diferentes subraya
ademas la relevancia de estos restos de CLDN-1 para la entrada del VHC. Cabe destacar que las sustituciones por
alanina de estos restos no impidid la expresion de CLDN-1 en la superficie celular (Cukierman, 2009). Ya que los
anticuerpos policlonales producidos mediante el mismo enfoque han demostrado alterar el complejo virus/correceptor
que incluye E2 de VHC, CD81 y CLDN1 (Ejemplo 3), es concebible que los restos de aminoacidos usados como diana
en EL1 juegan un papel clave para la formacién de un complejo E2-CD81-correceptor de CLDN-1 que es esencial para
la entrada viral. Existen estudios adicionales en desarrollo para abordar este asunto.

En conclusién, los anticuerpos monoclonales que son dependientes de la conservacién del motivo
W(30)-GLW(51)-C(54)-C(64) en EL1 de CLDN-1 han demostrado neutralizar de manera cruzada la infecciéon por VHC.
Estos resultados definen restos en EL1 de CLDN-1 que son cruciales para la entrada del VHC y son accesibles para
anticuerpos que bloquean la infeccion por VHC. Finalmente, los datos sugieren que usar como diana el EL1 de
CLDN-1 mediante el uso de anticuerpos monoclonales anti-CLDN-1 constituye un nuevo enfoque antiviral para
prevenir la infeccion primaria por VHC, tal como después del trasplante hepético y también puede contener la difusion
del virus en pacientes infectados de manera crénica.

Ejemplo 3: Mecanismo de accion de anticuerpos monoclonales anti-CLDN-1
Materiales y métodos

Lineas celulares. Tal como se describe en el Ejemplo 2, se obtuvieron células HEK293T/CLDN1+ (clon 11IA6) por
transfeccion estable de células HEK293T con un vector pcDNA3.1 que codifica ADNc de CLDN-1.

Anticuerpos. Tal como se describe en el Ejemplo 2, Ademas, se obtuvieron anticuerpos policlonales de rata
anti-SR-Bl o CD81 mediante inmunizacién genética tal como se ha descrito (Zeisel, 2007). La IgG de cabra anti-rata
conjugada a R-ficoeritrina fue de Jackson ImmunoResearch Laboratories, la IgG de ratén de Caltag, el anti-CD81 de
raton (JS-81) de BD Biosciences.

Unién celular de glucoproteinas de envuelta de VHC y viriones infecciosos. Se ha descrito la produccion y unién
de glucoproteinas E1 y E2 de envuelta truncadas en C-terminal a células diana (Haberstroh, 2008; Dreux, 2009). Para
el estudio de la interaccion del factor de entrada E2, se transfectaron de manera transitoria células CHO con vectores
de expresion basados en pcDNA3 que codificaban SR-BI, CD81 o CLDN1 (Barth, 2005). La expresion de factores de
entrada se determin6 mediante citometria de flujo usando anticuerpos anti-receptor tal como se ha descrito
previamente (Barth, 2005). Para el estudio de la unién de la glucoproteina de la envuelta en presencia de anticuerpos
anti-receptor, se preincubaron células Huh7.5.1 (Zhong, 2005) durante 1 hora a temperatura ambiente con anti-SR-BI
de rata, anti-CLDN-1 y suero anti-CD81 (1/100) o anti-CD81 humano de raton (JS-81.5 ug/ml) o anticuerpos de control
(1/100 o 5 pg/ml). Se anadié E2 recombinante (30 pl de sobrenadante de cultivo celular concentrado) o E1 (10 pyg/ml)
a las células durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de lavar con PBS, las glucoproteinas de la envuelta
unidas se detectaron usando citometria de flujo y anti-E1 humano (IGH526; Haberstroh, 2008) o anti-His de ratén
(RGS-His, Qiagen) y anticuerpos secundarios conjugados a PE (Dreux, 2009; Barth, 2008). Para el estudio de union
de VHCcc a células Huh7.5.1 permisivas, las células Huh7.5.1 se preincubaron con heparina, anti-CLDN-1 de rata,
anti-SR-BI de rata o suero preinmune de control de rata (PI) (todos diluidos a 1/100) durante 1 hora a temperatura
ambiente antes de la incubacion con VHCcc (cepa Jcl) que se habian purificado parcialmente a partir de
sobrenadantes de cultivos celulares usando ultracentrifugacion de gradiente. Después de la incubacién con VHCcc,
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los VHCcc no unidos se retiraron lavando las células con PBS. A continuacion se cuantificd la union de VHCcc
mediante RT-PCR de ARN de VHC unido a células tal como se describe por Ploss et al., (2009).

Asociacién de receptor usando transferencia de energia de resonancia de fluorescencia (FRET). Se analizaron
las interacciones homotipicas y heterotipicas de CD81 y CLDN-1 tal como se ha descrito (Harris, 2008; Mee, 2009). En
resumen, las células HEK293T transducidas para expresar CD81 y CLDN1 marcadas con AcGFP y DsSRED se
crecieron sobre cubreobjetos de vidrio y se fijaron en metanol enfriado en hielo. Se obtuvieron las imagenes de las
células en un LSCM Zeiss Meta Head, con ajustes de microscopio optimizados para cada proteina fluorescente para
obtener la relacién sefial a ruido mas alta. Para el andlisis FRET, se usé el método de fotoblanqueamiento gradual de
aceptor de FRET, que implicaba fotoblanquear el fluor6foro DSsRED de manera gradual a lo largo del tiempo a la vez
gue se controlaba la intensidad de fluorescencia de AcGFP (Harris, 2008). Después de la correccion de fondo y
diafonia, cualquier aumento en la intensidad de AcGFP después del fotoblanqueamiento de DSRED se debe a FRET
entre proteinas, lo que implica una distancia de menos de 10 nm. El porcentaje de FRET se define como el nimero de
pixeles que muestran FRET frente al niUmero total de pixeles analizados en la membrana plasmética de las células
(Harris, 2008). La intensidad de CD81 y CLDN-1 marcadas con AcGFP y DsRED (unidades arbitrarias de
fluorescencia/pixel) en la membrana plasmatica proporciona de 500 a 1000 mediciones por célula. Se normalizaron los
datos de 10 células y se calcul6 la expresion localizada.

Resultados

Anti-CLDN-1 inhibe la unién de la glucoproteina E2 de la envuelta y de viriones infecciosos a células
permisivas a VHC en ausencia de interacciéon CLDN-1-E2. Para investigar si los anticuerpos anti-CLDN-1 pueden
interferir en la unién de E2 a lineas celulares permisivas, se llevaron a cabo estudios de unién usando glucoproteinas
E1 y E2 recombinantes en presencia de anticuerpos anti-receptor o de control. Tal como se muestra en la Figura 20B,
los anticuerpos anti-CD81, anti-CD81, y anti-SR-BI y anti-CLDN1 inhibieron la union de E2 a células Huh7.5.1. Por el
contrario, el suero preinmune o de control no relacionado no tuvieron efecto (Figura 20A-C). Interesantemente, la
magnitud de la inhibicién de la unién de E2 a células Huh7.5.1 (Figura 20C) se correlaciond con la magnitud de la
inhibicion de la infeccion por VHC, lo que sugiere que la inhibicién de la union de las interacciones E2-superficie celular
proporciona un mecanismo de accién para la actividad neutralizante de los anticuerpos anti-CLDN-1. La relevancia de
estas observaciones para viriones infecciosos se confirmo adicionalmente mediante estudios de union usando VHCcc
(Figura 20E). Por el contrario, la unién de E1 no se vio afectada por anti-CLDN-1 (Figura 20D).

Para estudiar si la inhibicion por parte del anticuerpo de la unién de E2 a lineas celulares permisivas era atribuible a
interacciones de CLDN-1 con E2, los Solicitantes han investigado si CLDN-1 era capaz de unirse a glucoproteina E2
recombinante truncada. Para abordar esta cuestion, se modificaron por ingenieria genética células CHO para expresar
CLDN-1, SR-Bl 0 CD81 humanas(Figura 21A). La expresion en la superficie celular de CD81 humana o SR-BI humana
confirié union de E2 a células CHO (Figura 21B), mientras que la expresion de CLDN-1 no tuvo efecto (Figura 21B).
Estos datos sugieren que CLDN-1 no interactta directamente con la glucoproteina E2 de la envuelta del VHC y que el
anticuerpo que bloquea las interacciones de E2-superficie celular pueden estar mediadas por mecanismos indirectos.

Los anticuerpos anti-CLDN-1 inhiben las asociaciones CLDN-1-correceptor de CD81. Ya que los anticuerpos
anti-CLDN-1 inhiben la union de E2 a células permisivas a VHC en ausencia de una interaccion directa CLDN-1-E2
(Figura 21B), los Solicitantes plantearon la hipétesis de que los anticuerpos anti-CLDN-1 pueden interferir con
complejos CD81-correceptor de CLDN-1. Para determinar so los anticuerpos anti-CLDN-1 alteran la asociacion
CLDN-1-CD81, se transfectaron células HEK293 para expresar Ac-GFP-CD81 y DSRED-CD81 o AcGFP-CLDN-1 y
DsRED-CD81 o0 AcGFP-CLDN-1 y DsRED-CLDN-1, se incubaron con suero preinmune y anti-CLDN-1 (1/100 y 1/400)
y se analizaron las interacciones de correceptor mediante FRET. Tal como se muestra en la Figura 22, los anticuerpos
anti-CLDN-1 redujeron significativamente el FRET entre CD81 y CLDN-1 de manera dependiente de la dosis. La
preincubacion de células con suero de control no modific las interacciones CD81-correceptor de CLDN-1. La
inhibicion de la interaccion CD81-correceptor de CLDN-1 fue especifica, tal como se demuestra por el FRET no
cambiado entre CD81-CD81 y CLDN-1-CLDN-1 después de la preincubacion con suero anti-CLDN-1. En su conjunto,
estos datos sugieren que los anticuerpos anti-CLDN-1 interfieren con la asociacion del heterodimero CD81-CLDN-1.

Discusion

CLDN-1 es un cofactor esencial que confiere entrada de VHC. Sin embargo, el papel preciso de CLDN-1 en el proceso
multietapa de entrada sigue aun poco entendido. Mediante el uso de células CHO transfectadas que expresan factores
de entrada de VHC humanos, los Solicitantes han demostrado que a diferencia de CD81 y SR-Bl, CLDN-1 no
interactda directamente con la glucoproteina de envuelta E2 en la superficie celular. Mediante el uso de un sistema
basado en FRET para estudiar la asociacion CD81-correceptor de CLDN-1, se demostré6 que los anticuerpos
neutralizantes de la invencién interrumpen especificamente el FRET de CD81-CLDN-1 (Figura 22).

Estos datos sugieren que los anticuerpos que usan como diana CLDN-1 neutralizan la infectividad de VHC reduciendo
las asociaciones con la superficie celular y reduciendo las interacciones CD81-CDLN-1. Los complejos
CD81-correceptor de CDLN-1 son criticos para la entrada del VHC y CDLN-1 puede potenciar la asociacion de CD81
con las particulas de VHC a través de interacciones con E2. También proporcionan una nueva via para estrategias
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antivirales que usan las interacciones E2-CD81-CDLN-1 como diana.

Ejemplo 4: Los anticuerpos monoclonales anti-CLDN-1 inhiben la transmisién de VHC de célula a célula
y bloquean la diseminacién viral cuando se afiaden después de la infeccién

Materiales y métodos

Ensayo de transmisidon de célula a célula. Las células Huh7.5.1 fueron proporcionadas por el Dr. F. Chisari (The
Scripps Research Institute, EE.UU.; Zhong, 2005) y se cultivaron del modo que se ha descrito (Zeisel, 2007; Barth,
2008; Dimitrova, 2008). Las células Huh7 GFP fueron proporcionadas por el Dr. Patel (University of Glasgow, R.U.;
Witteveldt, 2009). Las lineas celulares derivadas de Huh7 se habian obtenido por transduccién con un vector de
retrovirus que portaba la proteina fluorescente verde potenciada (EGFP), seguida de seleccibn en medio
suplementado con 300 ug de G418/ml (Witteveldt, 2009). Para detectar la transmisién de VHC de célula a célula, se
sembraron células Huh7.5.1 recién electroporadas y se incubaron durante un periodo de 24 horas, y después se
lavaron con medio para retirar el VHC unido a la superficie celular residual antes de afiadir las células receptoras que
expresaban EGFP con 10 pg/ml de anticuerpos anti-CLDN-1. Las células co-cultivadas se crecieron hasta confluencia,
se tripsinizaron, se fijaron con paraformaldehido al 1 % y se permeabilizaron con saponina al 0,1 % para el analisis
FACS. Las células se tifieron usando anticuerpo de raton anti-ntcleo seguido de un anticuerpo secundario conjugado
a ficoeritrina (PE) para el andlisis FACS tal como se ha descrito anteriormente para SR-BI (Barth, 2006; Barth, 2008).

Resultados y discusion

En general, los virus pueden diseminarse dentro de un hospedador mediante dos mecanismos que incluyen la
liberacion de viriones libre de células y la transmision directa entre células infectadas y células no infectadas. La
transferencia célula-célula directa se considera mas rapida y eficiente que la diseminacion libre de célula ya que obvia
las etapas tempranas limitantes de la velocidad del ciclo de replicacion del virus, tal como la union del virion. Ademas,
la transferencia célula-célula de infectividad viral puede permitir a los virus evadir elementos de la respuesta inmune,
tales como anticuerpos neutralizantes.

Los estudios recientes han demostrado que la infeccién por VHC de células de hepatoma da como resultado areas
focales de infeccion que se potencian mediante contacto célula-célula, lo que sugiere la transmision localizada entre
células adyacentes. De hecho, mediante el uso de células productoras o receptoras marcadas, dos laboratorios han
demostrado que el VHC puede transmitirse in vitro tanto por infeccion de virus libre de célula como por transferencia
entre células, siendo esta Ultima una nueva via para evadir a los anticuerpos neutralizantes (Timpe, 2008; Witteveldt,
2009).

Para evaluar la capacidad de anticuerpos monoclonales anti-CLDN-1 para inhibir la transmisiéon célula-célula, se
establecié un ensayo de transmision de célula a célula de VHC basandose en células receptoras marcadas que
expresan proteina fluorescente verde (GFP). En este ensayo, las células productoras de VHC se co-cultivan con
células receptoras marcadas con GFP en presencia 0 ausencia de anticuerpos anti-receptor. Mediante el bloqueo de la
transmision de virus libres de células con anticuerpos anti-CD81 (Timpe, 2008; Witteveldt, 2009), este ensayo permite
estudiar el efecto especifico de antivirales sobre la transmision célula-célula cuantificando las células receptoras
VHC+, GFP+ en analisis FACS.

Después de 24 horas de cultivo conjunto de células productoras y receptoras en ausencia de anticuerpos (0
anticuerpos de control), el 43,6 % de todas las células corresponden a células receptoras VHC+GFP+ (Figura 23A).
Cuando se bloquea la transmision libre de células mediante anticuerpos anti-CD81 (Figura 23B), el nimero de células
receptoras VHC GFP+ disminuye al 6,20 %. Estas células corresponden a células infectadas exclusivamente por
transmisién célula a célula tal como se demostré anteriormente por otros dos laboratorios (Timpe, 2008; Witteveltd,
2009) y por el laboratorio de los Solicitantes (Baumert, observaciones no publicadas). Tal como se muestra en la
Figura 23C, los anticuerpos monoclonales anti-CLDN-1 redujeron de manera destacada el numero de células
receptoras VHC+GFP+. La adicién de anticuerpo monoclonal 7D3 anti-CLDN-1 redujo el porcentaje de células
receptoras GFP+ infectadas por VHC del 6,20 % al 2,98 %, lo que sugiere que el anticuerpo monoclonal anti-CLDN-1
fue capaz de reducir la infeccion por transmision célula-célula en mas de un 50 %. Por el contrario, los anticuerpos de
control de isotipo no tuvieron efecto (datos no mostrados). Estos resultados indican que los anticuerpos monoclonales
anti-CLDN-1 inhiben la transmisién célula a célula del VHC.

Para confirmar la relevancia de este descubrimiento de diseminacién viral en un sistema de cultivo tisular infeccioso,
los Solicitantes han llevado a cabo experimentos de lapso de tiempo en células Huh7.5.1. Para estudiar el efecto de
anticuerpos monoclonales anti-CLDN-1 en la diseminacion viral, se afadié el anticuerpo monoclonal anti-CLDN-1 1
OM-7D3 4 horas después de la infeccion de las células con virus libre de células. Tal como se muestra en la Figura 24,
el anticuerpo monoclonal anti-CLDN-1 inhibié de manera eficaz la diseminacién viral. Mientras que la incubacién de
células Huh7.5.1 después de la infeccién con anticuerpos de control de isotipo dio como resultado un aumento
dependiente del tiempo de la carga viral durante un periodo de 7 dias (> 10° unidades de luz relativas), la adicion de
anti-CLDN-1 después de la infeccion dio como resultado bajos niveles de carga viral proximos al limite de deteccion
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(aproximadamente 10° unidades de luz relativas). Estos datos indican adicionalmente la relevancia del efecto de los
anticuerpos anti-CLDN-1 en la transmisién célula-célula de la diseminacion viral en un sistema de cultivo celular
infeccioso y sugieren que los anticuerpos monoclonales anti-CLDN-1 de la invencién pueden no solo ser (tiles en la
prevencion de la infeccion por VHC, sino también en control de la infeccidn viral crénica.
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Otras realizaciones
Otras realizaciones de la invencidon seran evidentes para los expertos en la materia tomando teniendo en
consideracion la memoria descriptiva o la practica de la invencion divulgada en el presente documento. Se pretende

gue la memoria descriptiva y los ejemplos se consideren solo ilustrativos, indicAndose el verdadero alcance de la
invencion por las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Una linea celular de hibridoma depositada en el DSMZ el 29 de julio de 2008 con el nimero de acceso seleccionado
del grupo que consiste en DSM ACC2931, DSM ACC2932, DSM ACC2933, DSM ACC2934, DSM ACC2935, DSM
ACC2936, DSM ACC2937, y DSM ACC2938.

2. Un anticuerpo monoclonal secretado por una linea celular de hibridoma depositada en el DSMZ el 20 de julio de
2008 con el numero de acceso seleccionado del grupo que consiste en DSM ACC2931, DSM ACC2932, DSM
ACC2933, DSM ACC2934, DSM ACC2935, DSM ACC2936, DSM ACC2937, y DSM ACC2938, o un fragmento
biolégicamente activo del mismo que se une al dominio extracelular de claudina-1.

3. El anticuerpo monoclonal o fragmento biol6gicamente activo del mismo de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que
el anticuerpo monoclonal o fragmento biol6gicamente activo se une a un epitopo que es fuertemente dependiente de la
conservacion del motivo conservado W(30)-GLW/(51)-C(54)-C(64) en el primer bucle extracelular de claudina 1.

4. El anticuerpo monoclonal o fragmento biolégicamente activo del mismo de acuerdo con la reivindicacion 2 o la
reivindicacion 3, en el que el anticuerpo monoclonal o fragmento bioldgicamente activo del mismo no se une a
claudina-1 de roedor pero se une a claudina-1 de primate no humano.

5. El anticuerpo monoclonal o fragmento biolégicamente activo del mismo de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 2-4, en el que el anticuerpo monoclonal estd humanizado, desinmunizado o es quimérico.

6. El anticuerpo monoclonal o fragmento biol6gicamente activo del mismo de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que
el anticuerpo monoclonal comprende las seis regiones determinantes de la complementariedad (CDR) del anticuerpo
monoclonal secretado.

7. El anticuerpo monoclonal o fragmento biolégicamente activo del mismo de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 2-6, en el que el anticuerpo monoclonal o fragmento del mismo inhibe:

- la union de la glucoproteina E2 de la envuelta del VHC o viriones infecciosos a lineas celulares permisivas a
VHC,

- las asociacion o asociaciones CD81-claudina-1, y/o

- latransmision de célula a célula o la diseminacion viral del VHC.

8. Una molécula que comprende al anticuerpo monoclonal o fragmento biolégicamente activo del mismo de acuerdo
con una cualquiera de las reivindicaciones 2-7, en el que, opcionalmente, el anticuerpo monoclonal, o fragmento del
mismo, se une a un resto detectable o a un agente terapéutico.

9. El anticuerpo monoclonal o fragmento biolégicamente activo del mismo de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 2-7 o la molécula de acuerdo con la reivindicacion 8 para su uso en:

- la prevencion o tratamiento de infeccion por VHC, o una enfermedad relacionada con el VHC en un sujeto,

- el tratamiento de una infeccién cronica por VHC en un paciente,

- la inhibicion de la infeccién por la poblacion entera de cuasiespecies en un paciente infectado de manera
crénica con VHC, y/o

- prevenir la reinfeccién y recurrencia del VHC en un paciente con trasplante hepatico.

10. El anticuerpo monoclonal o fragmento biolégicamente activo del mismo para su uso de acuerdo con la
reivindicacion 9, en el que la infeccién por VHC se debe a VHC de un genotipo seleccionado del grupo que consiste en
genotipo 1, genotipo 2, genotipo 3, genotipo 4, genotipo 5 y genotipo 6.

11. El anticuerpo monoclonal o fragmento biolégicamente activo del mismo para su uso de acuerdo con la
reivindicacion 10, en el que la infeccidn por VHC se debe a VHC de un subtipo seleccionado del grupo que consiste en
subtipo 1a, subtipo 1b, subtipo 2a, subtipo 2b, subtipo 2c, subtipo 3a, subtipo 4a-f, subtipo 5a, y subtipo 6a.

12. Una composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de un anticuerpo monoclonal o fragmento
bioldgicamente activo del mismo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2-7 o una molécula de acuerdo
con la reivindicacion 8, y al menos un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

13. La composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 12 que comprende ademas al menos un agente
antiviral.

14. La composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 13, en la que el agente antiviral se selecciona del
grupo que consiste en interferones, ribavirina, anticuerpos monoclonales anti-virus de la hepatitis C, anticuerpos
policlonales anti-virus de la hepatitis C, inhibidores de ARN polimerasa, inhibidores de la proteasa, inhibidores de
IRES, inhibidores de helicasa, compuestos antisentido, ribozimas, y cualquier combinacién de los mismos.
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15. Un kit para detectar claudina-1 en una muestra biolégica que comprende un anticuerpo monoclonal, o un
fragmento biolégicamente activo del mismo, de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2-7 o una molécula
de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que el anticuerpo monoclonal o fragmento del mismo esta unido a un resto
detectable.
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