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@Resumen:

Método para la deteccién de neoangiogénesis
tumoral.

La presente invencion se refiere a un método para la
deteccion de neoangiogénesis tumoral. La presente
invencion también se refiere a un inmunoensayo para
la deteccion de neoangiogénesis tumoral; asi como a
un kit para la deteccion de la neoangiogénesis
tumoral y a la utilizacién del nivel de monocitos
CD14* circulantes, el nivel de células
progenitoras hematopoyéticas CD34~
circulantes y el porcentaje de células progenitoras
hematopoyéticas CD34 " circulantes que
expresan el antigeno ACE/BB9 (CD143) en una
muestra de sangre aislada como biomarcador para la
deteccion de la neoangiogénesis tumoral. En
particular dicha neoangiogénesis tumoral esta
asociada con CRC.
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DESCRIPCION
Método para la deteccién de neoangiogénesis tumoral.

Campo de la invencién

La presente invencién se refiere al campo de la deteccion de la neoangiogénesis tumoral, en
particular asociada con el cancer colorrectal.

Antecedentes

La neoangiogénesis es necesaria para el crecimiento de tumores soélidos. Son muchas las
evidencias que indican que, ademas del crecimiento por brotes, la angiogénesis tumoral esta sustentada
por la movilizacién y la incorporacion de células progenitoras derivadas de la médula ésea. El estudio de
las células progenitoras endoteliales (EPCs) ha generado un considerable interés y controversia ya que
la contribucion de las EPCs a la vasculatura tumoral varia considerablemente entre modelos de raton y
tipo de tumor. De este modo, se ha descrito una contribucion significativa, aunque variable, de las EPCs
a la vasculatura tumoral, variando desde aproximadamente un 90% en linfomas (1) a un 10% en el
sarcoma de Ewing (2). Sin embargo, en otros modelos, las EPCs no contribuian al crecimiento tumoral
(3), s6lo se requerian en la fase tardia de los tumores (4) o inducian la angiogénesis indirectamente (5-
7). También se ha investigado la implicacion de las EPCs en la vascularizaciéon tumoral humana. De este
modo, mediante hibridacion in situ por fluorescencia con sondas especificas para los cromosomas
sexuales, se observd que la contribucion de las EPCs al endotelio tumoral variaba desde
aproximadamente un 1% hasta un 12% (8). Por otro lado, se ha descrito que en ciertos canceres los
niveles de las EPCs estan elevados (9) e incluso se han propuesto como biomarcadores de valor
prondstico y para evaluar los efectos de la terapia antiangiogénica (10-13).

Recientemente, se ha dirigido una mayor atencion a las células hematopoyéticas derivadas de
la médula 6sea reclutadas al microentorno tumoral por factores angiogénicos. Estas células permanecen
proximas a los nuevos vasos sanguineos, contribuyendo al proceso angiogénico (14). Ademas, los
macroéfagos asociados al tumor estan infiltrados en los tumores (15, 16) y en ratones, los monocitos que
expresan Tie-2 se sitlan en los tumores, donde son requeridos para la angiogénesis (17, 18).
Adicionalmente, se ha descrito que el reclutamiento de las células hematopoyéticas es necesario y
suficiente para restaurar la angiogénesis tumoral (1, 19). Aunque la evidencia sustancial indica que la
angiogénesis tumoral esta sustentada por las células hematopoyéticas, existen pocos reportes en la
literatura que apoyen el papel de estas células en tumores sélidos humanos.

El cancer colorectal (CRC), que incluye el cancer de colon y el cancer de recto, es responsable
de medio millon de muertes anuales en el mundo. Existen aproximadamente un millén de nuevos casos
diagnosticados anualmente, convirtiéndolo en el tercer cancer mas comun en el mundo. La deteccion
temprana, el diagnéstico preciso y la vigilancia intensiva son importantes para mejorar mas el pronéstico
del paciente y la respuesta a la terapia.

Existen una serie de métodos que los doctores utilizan para detectar el CRC que incluyen, la
sigmoidoscopia, la colonoscopia y el enema de bario. Algunas técnicas mas recientes que se estan
investigando para la deteccién eficaz y el seguimiento del paciente con CRC son la colonografia CT
(colonografia tomografica computerizada) y los biomarcadores moleculares.

Los marcadores tumorales se utilizan durante el tratamiento del cancer a efectos de hacer un
seguimiento de la eficacia de una terapia y de evaluar cédmo el paciente puede estar respondiendo al
tratamiento. Si disminuyen los niveles de un biomarcador tumoral, puede significar que el cancer esta
respondiendo al tratamiento. Si los niveles permanecen igual 0 aumentan después del tratamiento puede
ser una indicacion de que la terapia no esta funcionando. La monitorizaciéon continuada de los niveles de
los biomarcadores tumorales después del tratamiento se puede utilizar para comprobar la reaparicion del
cancer.

En la deteccion temprana o screening de pacientes de CRC, se utilizan ampliamente los
marcadores en heces. Se han estudiado marcadores en tejidos como posibles marcadores de pronéstico
o predictivos de la enfermedad, mientras que los biomarcadores de CRC en suero (sangre) se utilizan
principalmente para la vigilancia postoperativa de pacientes.

Marcadores tisulares

Los marcadores tisulares se han investigado como posibles marcadores de pronéstico y
predictivos de respuesta a un tratamiento. De entre los genes candidatos como biomarcadores en CRC
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cabe destacar el gen de la timidilato sintasa, el p53 y el proto-oncogen K-ras, entre otros. La timidilato
sintasa (TS) es una enzima clave en la biosintesis de pirimidinas, esencial para la sintesis de ADN. La
actividad de la enzima TS es inhibida por el 5-fluorouracilo (5-FU) y se ha estudiado como un marcador
predictivo de respuesta a la quimioterapia con 5-FU y 5-fluorodesoxiuridina (para una revision adicional
sobre TS, véase Popat S, Matakidou A, Houlston RS. J Clin Oncol 2004; 22:529-536; Lecomte T, Ferraz
JM, Zinzindohoué F et al. Clin Cancer Res 2004;10:5880-5888; Shirota Y, Stoehlmacher J, Brabender J
et al. J Clin Oncol 2001; 19:4298-4304). El gen p53 codifica para un factor de transcripcién que se une a
las secuencias reguladoras de un nimero de genes diana para iniciar la programacion de la parada del
ciclo celular y reparacion del ADN. La pérdida de funcion de p53 es critica en la tumorigénesis, siendo
frecuentes las alteraciones en este gen en el CRC (para una revision adicional sobre p53, véase Tejpar
S, Bertagnolli M, Bosman F et al. The Oncologist 2010;15:390-404; Braun MS, Richman SD, Quirke P et
al. J Clin Oncol 2008; 26:2690-2698).

El proto-oncogén K-ras se asocia a menudo con el cancer, ya que se han hallado alteraciones
en este gen en muchos tumores. Las vias de sefializacion mediadas por K-ras regulan la proliferacion
celular. Las mutaciones de K-ras estan relacionadas con aproximadamente la mitad de todos los CRCs y
se ha observado que son importantes en las etapas iniciales de la enfermedad. Ciertos estudios han
identificado una asociaciéon entre las mutaciones de K-ras y una mala evoluciéon de la enfermedad en
pacientes con CRC. Para mas detalles sobre mutaciones de K-ras, véase Lievre A, Bachet JB, Le Corre
D et al. Cancer Res 2006; 66:3992-3995; Karapetis CS, Khambata-Ford S, Jonker DJ et al. N Engl J
Med 2008; 359:1757-1765.

Marcadores en heces

La prueba de sangre oculta en heces (FOBT) es la prueba de screening mas utilizada
habitualmente para el CRC. Existen dos tipos principales de FOBT, la prueba con guaiac y la prueba
inmunoquimica. Ambas pruebas detectan proteinas que pueden ser indicadoras de CRC.

Las ventajas de la FOBT para el CRC son que las pruebas son simples y asequibles, no
invasivas, requieren muy poca preparacion del paciente y tienen la capacidad de examinar todo el tracto
colorrectal. Sin embargo, presentan una especificidad y sensibilidad relativamente bajas tanto para los
adenomas precancerosos como para el CRC.

Las pruebas de ADN fecal se utilizan en el screening de CRC y se basan en que el ADN es
excretado por las células desprendidas de las lesiones cancerosas. Las pruebas utilizan normalmente un
panel de marcadores de ADN con el fin de identificar genes mutados. Los marcadores de ADN pueden
proporcionar una prueba mas precisa que la FOBT y no existen restricciones en la dieta o la medicacién.
Sin embargo, la prueba es bastante laboriosa, cara y carece de especificidad. Algunos ejemplos de
marcadores de ADN en heces incluyen K-ras, APC (adenomatous polyposis coli & poliposis
adenomatosa coli) y p53.

Marcadores séricos

Los marcadores séricos para el CRC se utilizan principalmente para el seguimiento de los
pacientes después de la extirpacion quirurgica de tumores malignos. A los pacientes se les hace un
seguimiento regular después de la intervencion quirirgica con el fin de detectar cualquier recidiva o
metastasis. Como hasta un 50% de los pacientes desarrollan una enfermedad recurrente o metastasis
después de la intervencion quirdrgica, éste es un aspecto importante en el tratamiento del CRC. EI CEA
(antigeno carcinoembrionario) fue el primer marcador en suero utilizado en pacientes con CRC y aunque
es el mas antiguo, aun sigue siendo el mas ampliamente utilizado. EI CEA se utiliza principalmente para
el seguimiento de los pacientes después de la intervencion quirdrgica de un CRC primario. Una serie de
estudios han demostrado que un seguimiento intensivo después de la reseccion del cancer esta
asociado con una mejora en el resultado final si se tomaban mediciones regulares del CEA. Otros
biomarcadores tumorales en suero utilizados para CRC incluyen CA-19-9, TPA (Antigeno polipéptido de
tejido), TPS (Antigeno especifico de polipéptido de tejido) y TIMP-1 (inhibidores tisulares de
metaloproteinasas) (Rhee JS, Diaz R, Korets L, Hodgson JG, Coussens LM. Cancer Res 2004; 64:952-
961)

En el estado de la técnica existen diversos documentos que utilizan biomarcadores
relacionados con el CRC.

Por ejemplo, en el documento de Hua Xue et al “Identification of serum biomarkers for colorectal
cancer metastasis using a differential secretome approach”, J Proteome Res 2010; 9: 545-555, se
describe la aplicacion de la cromatografia liquida acoplada a espectrémetros de masa en tandem
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(LC/MS/MS) para el analisis diferencial del secretoma de una linea celular primaria SW480 vy la linea
celular SW620 obtenida a partir del nédulo metastatico del mismo paciente con CRC.

En el documento de Sudhir Srivastava et al. “Biomarkers for early detection of colon cancer”,
Clin Cancer Res 2001; 7:1118-1126, se describe que los principales avances en la comprension del
CRC incluyen la identificacion e implicaciéon de APC, p53 y Ki-ras en el desarrollo y progresiéon de la
enfermedad, la identificacion de focos cripticos aberrantes como una lesién preinvasiva inicial y su
relacion con el desarrollo del cancer.

En el documento de DG Ward et al, “Identification of serum biomarkers for colon cancer by
proteomic analysis”, Br J Cancer 2006; 94: 1898-1905, se describen nuevos biomarcadores para la
deteccién precoz del CRC. En particular, utilizaron la tecnologia SELDI (Desercion-lonizacion por laser
de superficie) para investigar el proteoma sérico de 62 pacientes con CRC e identificaron proteinas
(complemento C3a des-arg, a1-antitripsina y transferrina) con potencial diagnostico.

En el documento de Marielena Mata and Match Raponi “Circulating tumor cells: utility for
predicting response to anti-EGFR therapies?”, Expert Rev Mol Diagn 2009; 9(2): 115-19, se describe el
desarrollo de una plataforma tecnologica para la captura de células tumorales circulantes en el marco
clinico proporcionando asi la posibilidad de caracterizar el tumor utilizando biopsias no invasivas en
sangre periférica.

Una posible ventaja de la caracterizacién molecular de las células tumorales circulantes es que
se puede utilizar para disefiar una medicina personalizada, ya que muchos tumores primarios, negativos
para algunos marcadores, se vuelven positivos en el momento de la metastasis. La enumeracion de las
células tumorales circulantes ha demostrado ser util como marcador pronéstico de los canceres de
mama, colorrectal y préstata. Sin embargo, se ha descrito que las células tumorales circulantes se
detectaron en solo el 40% de pacientes con CRC (Sastre J, Maestro ML, Puente J, et al. “Circulating
tumor cells in colorectal cancer: correlation with clinical and pathological variables”, Ann Oncol 2008; 19:
935-938).

En el documento EP 05772471, se describe un método para detectar el adenoma colorrectal
y/o carcinoma colorrectal basado en la determinacion del nivel de C3a, utilizandose entonces como
biomarcador. También se describe un método para discriminar entre adenoma colorrectal y carcinoma
colorrectal, asi como un método para el seguimiento de la evolucion del adenoma colorrectal y/o
carcinoma colorrectal y/o el tratamiento del adenoma colorrectal y/o carcinoma colorrectal. También se
describe un sistema de andlisis y un “array” para su uso en estos métodos.

También debe mencionarse el uso de microARNs en suero que se utilizan actualmente como
potenciales biomarcadores para CRC. Por ejemplo, Chajut A, Kundel Y, Levi A, et al. en el
“Gastrointestinal Cancers Symposium 2009; categoria de colon y recto; subcategoria de prevencion,
diagnostico y screening” propusieron los microARNs, una familia de pequefios ARNs reguladores no
codificantes, implicados en el desarrollo humano y en la patologia, como una clase emergente de
marcadores en suero eficaces. Los autores demostraron que ciertos microARNs se hallan en diferentes
cantidades en el suero de pacientes con CRC en comparacién con controles sanos.

Segun los parrafos anteriores, un primer objeto de la presente invencién es proporcionar un
nuevo meétodo para detectar neoangiogénesis tumoral, en particular asociada con el CRC, que
proporciona la siguiente lista de ventajas:

a) Es un método no invasivo.
b) Solo es necesaria una cantidad no superior a 8 ml de una muestra de sangre.

c) No existe un riesgo asociado con la morbilidad/mortalidad (sucesos que ocurren en por
ejemplo las colonoscopias)

d) Seria util para evaluar el sistema hematopoyético durante la quimioterapia y/o radioterapia

e) No hay necesidad de determinar el nivel o concentracidn de moléculas o citoquinas en
suero o plasma, ni el nivel de otras proteinas, aunque si se considera apropiado se puede
determinar, ya que el plasma obtenido se puede conservar congelado.

f)  No hay necesidad de determinar la cantidad de células tumorales circulantes, lo cual hace
que el presente método sea mas sencillo y disponible para todos los hospitales.
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g) Modo sencillo de deteccidon mediante citometria de flujo, disponible en todos los hospitales.

Un segundo objeto de la invenciéon es proporcionar un inmunoensayo a utilizar en dicho
método.

Un tercer objeto de la presente invencion es proporcionar un kit para detectar neoangiogénesis
tumoral, en particular asociada con el CRC.

Un cuarto objeto de la presente invencién es la utilizacion de diversos parametros como
biomarcadores para la deteccién de la neoangiogénesis tumoral, en particular asociada con el CRC.

Descripcion resumida de la invencién

La presente invencion se refiere a un método para la deteccion de neoangiogénesis tumoral, en
particular asociada con el CRC, que comprende las etapas de:

a) Proporcionar una muestra de sangre aislada de un individuo;
b)  Obtener células nucleadas de la muestra de sangre aislada;

c) Determinar el nivel de monocitos CD14" circulantes, el nivel de células progenitoras
hematopoyéticas CD34" circulantes y el porcentaje de células progenitoras hematopoyéticas
CD34" circulantes que expresan el antigeno ACE/BB9 (CD143) en las células nucleadas de la
muestra de sangre aislada;

d)  Comparar la proporcién entre el nivel de monocitos CD14" circulantes dividido por el nivel de
células progenitoras hematopoyéticas CD34" circulantes con respecto al porcentaje de células
progenitoras hematopoyéticas CD34" circulantes que expresan el antigeno ACE/BB9 (CD143)
determinados en c) con los valores obtenidos para individuos control o individuos sanos.

La presente invencion también se refiere a un inmunoensayo para la deteccion de
neoangiogénesis tumoral, en particular asociada con CRC, en una muestra de sangre aislada de un
individuo, que comprende:

a) un anticuerpo monoclonal anti-CD45 humano que se une al antigeno de las células
hematopoyéticas CD45" circulantes;

b) por lo menos un anticuerpo monoclonal anti-humano que se une al antigeno de los monocitos
CD14" circulantes, al antigeno de las células progenitoras hematopoyéticas CD34" circulantes y al
antigeno de las células progenitoras hematopoyéticas CD34" circulantes que expresan el antigeno
ACE/BB9 (CD143), preferiblemente dicho por lo menos un anticuerpo monoclonal anti-humano se
selecciona del grupo de anticuerpos monoclonales anti-humanos que consisten en anti-CD34, anti-
CD14, anti-CD16, anti-CD31, anti-CD146, anti-CXCR4/CD184, anti-ACE/CD143, anti-CD133/2, anti-
receptor de angiopoyetina Tie-2 y anti-VEGFR-2/KDR;

C) un recipiente para mezclar reactivos y células;
d) porlo menos un reactivo para la deteccion de dicha unién entre anticuerpos y antigenos.

La presente invencion se refiere ademas a un kit para la deteccion de la neoangiogénesis
tumoral, en particular asociada con CRC.

La presente invencion se refiere adicionalmente a la utilizacién del nivel de monocitos CD14"
circulantes, el nivel de células progenitoras hematopoyéticas CD34" circulantes y el porcentaje de
células progenitoras hematopoyéticas CD34" circulantes que expresan el antigeno ACE/BB9 (CD143) en
una muestra de sangre aislada como biomarcador para la deteccién de la neoangiogénesis tumoral, en
particular asociada con CRC.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Visiéon general esquematica del protocolo de citometria de flujo para la enumeraciéon de las
CPCs (células progenitoras circulantes). Se muestran las ventanas (“gates”) usadas para seleccionar y
analizar las células CD34". Se muestran imagenes citométricas representativas en las que se observa la
expresion de los antigenos CD31, CD133, CD184/CXCR4 y BB9/CD143 en las células CD34"
seleccionadas y sus correspondientes controles isotdpicos. Las células en el “gate” R3 se utilizaron para
analizar las dos subpoblaciones de células CD34", las CD34*CD45 y las CD34°'CD45"™. R1, R2, R3 y

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2382963 Al

R4 indican los “gates” de seleccién utilizados en el analisis. Se utilizé la 7-amino-actinomicina D (Sigma)
para detectar y excluir las células no viables en el analisis.

Figura 2. Identificacién de monocitos humanos y células endoteliales circulantes en sangre periférica. Se
seleccionaron las MNCs (células mononucleadas) para identificar las subpoblaciones celulares CD45"°
y CD45". Se utilizo la expresion de CD146 y CD31 en las células CD45"™ para identificar las CECs
(células endoteliales circulantes). Las células CD45" se seleccionaron para enumerar y analizar los
monocitos CD14". Se determiné la expresion de CD16 y Tie-2 en las células CD14". Se muestran los
correspondientes controles isotdpicos.

Figura 3. Correlaciones entre células hematopoyéticas y parametros angiogénicos. Se calcul6 la
proporcion de CD147/CD34" dividiendo el numero de células CD14" circulantes/mL por el nimero de
células CD34" circulantes/mL. Los valores en plasma del VEGF, PIGF e IL-6, expresados en fg/mL, se
dividieron por el numero de células CD34" circulantes/mL. La proporcién CD16°/CD34" se calculd
dividiendo el ntiimero de células CD14"CD16"/mL por el nimero de células CD34" circulantes/mL. Se
indican el coeficiente de correlacion de Pearson o de Spearman y el valor de P. (e) grupo control, n: 25 a
32; (o) grupo con cancer, n: 54. En el panel F, (e,0) corresponden a los valores de CD14*/CD34", y (A,
A ) a los valores de CD16%/CD34".

Figura 4. El nivel de las HPCs (células progenitoras hematopoyéticas) CD34 'CXCR4" circulantes se
correlaciona con la concentracion en plasma de los factores angiogénicos por célula CD34". Los valores
correspondientes a las proporciones VEGF/CD34" y PIGF/CD34" se calcularon tal como se describe en
la figura 3. Los valores en plasma de la MMP-9 se expresaron en (ng/mL) x 100, y se dividieron por el
ndmero de células CD34" circulantes/mL. Se indican el coeficiente de correlacion de Pearson y el valor
de P. (e) grupo control, n: 15 a 18; (o) grupo con cancer, n: 34 a 37.

Figura 5. La capacidad de las HPCs CD34" para diferenciarse en monocitos se correlaciona con el
porcentaje de HPCs CD34'BB9" circulantes en pacientes con cancer colorrectal. Los valores
correspondientes a las proporciones VEGF/CD34" y PIGF/CD34" se calcularon tal como se describe en
la figura 3. El % de células CD34'BB9" representa el porcentaje de células CD34" que expresan el
antigeno BB9. Se indican el coeficiente de correlacion de Pearson o de Spearman y el valor de P. (e)
grupo control, n: 15 a 18; (o) grupo con cancer, n: 34 a 37.

Descripcion detallada de la invencidn

1.- Definiciones

El término “cancer colorrectal” o “cancer de colon” o “cancer de intestino grueso” o “CRC”, tal como se
utilizan aqui, incluye crecimientos cancerosos en el colon, recto y apéndice.

El término “biomarcador”, tal como se utiliza aqui, sigue la definicion proporcionada por los NIH
(National Institutes of Health), es decir una caracteristica que se mide y evalia de manera objetiva como
indicador de procesos biolégicos normales, procesos patogénicos o respuestas farmacoldgicas a una
intervenciéon terapéutica. En la presente invencion, dichos biomarcadores son el nivel de monocitos
CD14" circulantes, el nivel de células progenitoras hematopoyéticas CD34" circulantes y el porcentaje de
células progenitoras hematopoyéticas CD34" circulantes que expresan el antigeno ACE/BB9 (CD143) en
una muestra de sangre aislada.

El término “individuo”, tal como se utiliza aqui, significa un ser humano.

El término “monocitos CD14" circulantes”, tal como se utiliza aqui, significa el numero de
células hematopoyéticas que expresan los antigenos CD45 y CD14, también denominados monocitos,
en sangre periférica y se puede expresar como el nimero de monocitos CD14" por ml de sangre o el
ndmero de monocitos CD14" por ml de células nucleadas, obtenidas después de la centrifugacion en
gradiente de la sangre, o como el porcentaje de células nucleadas positivas para el antigeno CD14.

El término “células progenitoras hematopoyéticas CD34" circulantes”, tal como se utiliza aqui,
significa el numero de células hematopoyéticas con una expresion débil o negativa de CD45 y que
expresan el antigeno CD34, un marcador de células progenitoras hematopoyéticas en sangre,
expresado como el nimero de células progenitoras hematopoyéticas CD34" por ml de sangre o el
ndmero de células progenitoras hematopoyéticas CD34" per ml de células nucleadas, obtenidas
después de una centrifugacion en gradiente de la sangre, o como el porcentaje de células nucleadas
positivas para el antigeno CD34 con una expresion débil o negativa del antigeno CD45.

El término “células progenitoras hematopoyéticas CD34" circulantes que expresan el antigeno
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ACE/BB9 (CD143)”, tal como se utiliza aqui, significa el numero de células progenitoras
hematopoyéticas CD34" positivas para CD143 (BB9) por ml de sangre o el nimero de células
progenitoras hematopoyéticas CD34" positivas para CD143 (BB9) por ml de células nucleadas,
obtenidas después de la centrifugacion en gradiente de la sangre, o como el porcentaje de las células
progenitoras hematopoyéticas CD34" que expresan el antigeno CD143 (BB9).

A menos que se indique lo contrario, todas las células circulantes a las que se hace referencia
en la presente invencion son células humanas.

2.- Desarrollo de la invencién

La presente invencion se refiere a un método para la deteccién de neoangiogénesis tumoral,
preferiblemente asociada con CRC, que comprende las etapas de:

a) Proporcionar una muestra de sangre aislada de un individuo;
b) Obtener células nucleadas de la muestra de sangre aislada;

c) Determinar el nivel de monocitos CD14" circulantes, el nivel de células progenitoras
hematopoyéticas CD34" circulantes y el porcentaje de células progenitoras hematopoyéticas
CD34" circulantes que expresan el antigeno ACE/BB9 (CD143) en las células nucleadas de la
muestra de sangre aislada;

d) Comparar la proporcién entre el nivel de monocitos CD14" circulantes dividido por el nivel de
células progenitoras hematopoyéticas CD34" circulantes con respecto al porcentaje de células
progenitoras hematopoyéticas CD34" circulantes que expresan el antigeno ACE/BB9 (CD143)
determinados en c) con los valores obtenidos para individuos control o individuos sanos.

Los individuos con CRC muestran una fuerte correlacion entre la proporcion de CD14°/CD34" y
el porcentaje de células progenitoras hematopoyéticas CD34" que expresan BB9, mientras que en
individuos control o individuos sanos ambos parametros (CD14": CD34" y el porcentaje de células
progenitoras hematopoyéticas CD34" que expresan BB9) son independientes. Para mas detalles véase
la seccion de ejemplos y la figura 5D.

Dicha determinacién se puede llevar a cabo mediante citometria de flujo.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere ademas a un sistema de ensayo para la
deteccién de neoangiogénesis tumoral, preferiblemente asociada con CRC, en una muestra de sangre
aislada de un individuo. El sistema de ensayo se basa en la especificidad de un anticuerpo para unirse
especificamente a un epitopo o elemento estructural del antigeno o receptor. En particular, dicho
sistema de ensayo es un inmunoensayo para la deteccion de neoangiogénesis tumoral, preferiblemente
asociada con CRC, en una muestra de sangre aislada de un individuo, que comprende:

a) un anticuerpo monoclonal anti-CD45 humano que se une al antigeno de las células
hematopoyéticas CD45" circulantes;

b) por lo menos un anticuerpo monoclonal anti-humano que se une al antigeno de los monocitos
CD14" circulantes, al antigeno de las células progenitoras hematopoyéticas CD34" circulantes
y al antigeno de las células progenitoras hematopoyéticas CD34 " circulantes que expresan el
antigeno ACE/BB9 (CD143), preferiblemente dicho por lo menos un anticuerpo monoclonal
anti-humano se selecciona del grupo de anticuerpos monoclonales anti-humanos que
consisten en anti-CD34, anti-CD14, anti-CD16, anti-CD31, anti-CD146, anti-CXCR4/CD184,
anti-ACE/CD143, anti-CD133/2, anti-receptor de angiopoyetina Tie-2 y anti-VEGFR-2/KDR;

c) un recipiente para mezclar reactivos y células, preferiblemente dicho recipiente es un tubo.

d) por lo menos un reactivo para la deteccion de dicha unién entre anticuerpos y antigenos,
seleccionandose preferiblemente dicho reactivo para la deteccion del grupo que consiste en
isotiocianato de fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE), peridin clorofila (PerCP), PE-cianina 7
(PE-Cy7), aloficocianina (APC), APC-cianina 7 (APC-Cy7) y APC-H7.

La lista de anticuerpos y reactivos utilizados en el inmunoensayo anterior no se limita a los
mismos, ya que la ultima generacién de citbmetros con 3 laseres permiten la visualizacién de hasta ocho
colores y, por tanto, es posible llevar a cabo el presente inmunoensayo de la invencién con otro
anticuerpo conjugado a fluorocromos adecuados. No obstante, la lista mostrada como preferible hace
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referencia a anticuerpos y reactivos utilizados experimentalmente en la presente invencién con un
citbmetro que permite la visualizacidon de seis colores.

Un aspecto adicional de la presente invencién se refiere a un kit para la deteccion de
neoangiogénesis tumoral, preferiblemente asociada con CRC, que comprende:

a) por lo menos un medio de recepcién para recibir una muestra de sangre aislada del individuo;

b) por lo menos un medio para analizar la muestra de sangre, preferiblemente mediante el
inmunoensayo tal como se describe en la presente invencion;

c) por lo menos un medio para la deteccién de neoangiogénesis tumoral, preferiblemente
asociada con CRC, en el individuo;

d) instrucciones para la utilizacion del kit.

Un aspecto adicional de la presente invencion se refiere a la utilizacion del nivel de monocitos
CD14" circulantes, el nivel de células progenitoras hematopoyéticas CD34" circulantes y el porcentaje de
células progenitoras hematopoyéticas CD34" circulantes que expresan el antigeno ACE/BB9 (CD143) en
una muestra de sangre aislada como biomarcador para la deteccidbn de neoangiogénesis tumoral,
preferiblemente asociada con cancer colorrectal.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se proporcionan para explicar e ilustrar la presente invencién y no
pretenden limitar la invencion.

Materiales y métodos
Sujetos de estudio

Se obtuvo sangre fresca de 65 pacientes recién diagnosticados de CRC antes de la reseccion
del tumor. De éstos, 39 eran hombres y 26 eran mujeres, con una edad promedio de 67 afos (intervalo:
25 a 84 afios). El 9% de los pacientes se encontraban en estadio I, el 31% en estadio Il, el 40% en
estadio lll y el 20% en estadio IV. El 63% de los tumores se localizaron en el colon y el 37% en el recto.
Todos los tumores se clasificaron patolégicamente como adenocarcinoma. El tratamiento neoadyuvante
se dio al 52% de los pacientes con cancer rectal antes de la intervencién quirdrgica, y consistié en una
dosis oral de 825 mg/m2 de capecitabina y radioterapia concomitante (11 de 13 pacientes), o so6lo
radioterapia (2 de 13 pacientes). El grupo control comprendié 32 donantes sanos (18 hombres y 14
mujeres), con una edad promedio de 52 afios (intervalo: 25 a 72 afios). El estudio fue aprobado por el
Comité de Bioética del Hospital General de la Universidad de Valencia, Valencia, Espafia. Se obtuvo el
consentimiento informado por escrito de cada uno de los pacientes.

Cuantificaciéon de factores solubles

Se obtuvo sangre periférica con el previo consentimiento informado firmado por parte de los
pacientes antes de la intervencion quirdrgica. Las muestras de sangre se recogieron en Tubos de
Preparaciéon Celular Vacutainer de BD (BD Diagnostics) que contenian citrato y Ficoll. Después de la
centrifugacion, se obtuvieron asépticamente las células mononucleares (MNCs) y el plasma segun las
instrucciones del fabricante. Se utilizd6 un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) para
determinar los niveles en plasma del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), del factor de
crecimiento derivado de placenta (PIGF), de la metaloproteinasa-9 de matriz (MMP-9) (DRG
Instruments, GmbH, Marburg, Alemania), de la forma soluble del receptor del VEGF tipo 1 (VEGFR-
1/FIt1) y tipo 2 (VEGFR-2/KDR), de la Interleuquina-6 (IL-6) y de la enzima convertidora de
angiotensina (ACE) (R&D Systems Europe Ltd. Abingdon, Reino Unido).

Citometria de flujo

Se incubaron un total de 1 x 10° células durante 30 minutos a 4°C con los siguientes
anticuerpos monoclonales (mAbs): CD45 (2D1, BD Biosciences), CD34 (8G12, BD Biosciences), CD14
(M®P9, BD Biosciences) y CD16 (3G8, BD Biosciences), CD31 (WM59, BD Pharmingen), CD146
(P1H12, BD Pharmingen), CXCR4/CD184 (12G5, BD Pharmingen), ACE/CD143 (BB9, BD Biosciences);
CD133/2 (293C3, Miltenyi Biotec), receptor de la angiopoyetina Tie-2 (83715, R&D Systems) y VEGFR-
2/KDR (89106, R&D systems, y 2, Miltenyi Biotec). Los anticuerpos estaban marcados con isotiocianato
de fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE), peridin clorofila (PerCP), PE-cianina7 (PE-Cy7), aloficocianina
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(APC), APC-cianina7 (APC-Cy7) o APC-H7. Como controles, se utilizaron isotipos marcados con los
correspondientes fluorocromos. Se utilizé 7-aminoactinomicina D para descartar las células no viables.
Para realizar la enumeracion de las HPCs y las EPCs, se adquirieron un minimo de 200 células CD34".
Para analizar las subpoblaciones de monocitos se adquirieron un minimo de 200.000 células. Se
realizaron los analisis por citometria de flujo utilizando un citémetro de flujo FACSCanto de seis colores
(Becton Dickinson) y el software FACSDiva.

Estadistica

Los analisis estadisticos se realizaron con el GraphPad PRISM versién 5.00 para Windows (GraphPad
Software). Los datos se expresan como la media + SD y en intervalos de confianza (Cl) del 95%. La
distribucién normal de los datos se analiz6 mediante los tests de Kolmogorov-Smirnov o de Shapiro-
Wilk. Las comparaciones de variables entre los dos grupos se analizaron con el test t de Student o con
el test de Mann-Whitney segun sea aplicable. Se utilizé el coeficiente de correlacién de Spearman o de
Pearson para analizar la correlacién entre variables. Las diferencias se consideraron significativas si el
valor de p era inferior a 0,05.

Resultados
Las HPCs circulantes estan disminuidas en pacientes con CRC

Se analizaron las células progenitoras CD34" de sangre periférica humana segun el
procedimiento internacional para la enumeracién de las HPCs humanas (Figura 1). Se sabe que mas del
95% de las células progenitoras CD34" coexpresan el CD31, un marcador comdn de las HPCs y las
EPCs, y de este modo la poblacién total de células CD34"CD31" se defini6 como CPCs. Ademas, la
mayoria de estas células CD34" muestra una expresion baja del antigeno pan-leucocitario CD45 y son
hematopoyéticos de origen, mientras que las células CD34" restantes no expresan CD45 y estan
enriquecidas en EPCs y HPCs. Para analizar las diferentes subpoblaciones de células progenitoras, se
aprovecho6 la expresion de CD133, un antigeno limitado al linaje hematopoyético y que disminuye su
expresion a medida que proliferan las HPCs (15). Por consiguiente, se fenotiparon las HPCs como
CD34'CD31°CD133" con una expresion débil (‘dim”) o negativa de CD45; las HPCs comprometidas o
proliferantes como CD34"CD31°CD133'CD45%™, y las EPCs como CD34"CD31°CD133'CD45.

El analisis por citometria de flujo puso de manifiesto una disminucién, de casi dos veces, en el
contenido de CPCs en pacientes con CRC (Tabla 1).
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Ademas, un analisis mas exhaustivo demostr6 que en las CPCs, solo el porcentaje
correspondiente a las HPCs disminuia significativamente, mientras que el correspondiente a las HPCs
mas proliferantes CD34"CD31*CD133'CD45"™ aumentaba (Tabla 1), sugiriendo una mayor velocidad de
entrada en el ciclo celular de las HPCs en pacientes con cancer. La proporcién de las CPCs
correspondiente a las EPCs era similar en los grupos control y con cancer (Tabla 2). Adicionalmente, los
presentes inventores determinaron la expresién del VEGFR2/KDR, un marcador que originalmente se
considerd restringido a las células vasculares y se utilizé para enumerar las EPCs, aunque también es
expresado por algunas subpoblaciones de HPCs. Nuestros resultados muestran que no se hallaron
diferencias en el porcentaje de CPCs positivas para KDR entre donantes sanos [1,3% + 1,9% (95%
CI=0,47% a 2,19%)] y pacientes con CRC [0,6% + 1,0% (95% CI=0,18% a 1,04%)]. Ademas, también se
determin6 la frecuencia de las células endoteliales circulantes maduras (CECs), cuyo fenotipo
corresponde a CD45°CD31°CD146" (Figura 2). De nuevo, no se observaron diferencias en el porcentaje
de MNCs correspondiente a las CECs entre el grupo control 0,33 + 0,21% (95% CI=0,19% a 0,47%) y el
grupo con cancer 0,41% + 0,32% (95% CI=0,29% a 0,52%).

Las HPCs de pacientes con CRC muestran una mayor capacidad de diferenciarse en monocitos con un
patrén proinflamatorio destacado

Nuestros resultados muestran que la proporcién de MNCs correspondiente a monocitos CD14"
se incremento significativamente en pacientes con CRC (Tabla 2). Para evaluar si los niveles circulantes
de estas células mieloides se asociaban con los de las HPCs CD34", todos los valores se representaron
en un grafico. De hecho, se obtuvo una buena correlacién entre estas dos poblaciones de células en
ambos grupos de estudio, pero a nivel de células individuales se obtuvo un mayor numero de monocitos
CD14" por célula CD34" en pacientes con CRC (Figura 3A), indicando una mayor eficiencia de las HPCs
para diferenciarse en monocitos. También se analizé la expresion de Tie-2 y CD16 en los monocitos
CD14" (Figura 2). Inesperadamente, la proporcién de monocitos proangiogénicos CD14'Tie-2" en la
subpoblacién de células CD14" era similar en ambos grupos, 0,77% + 0,42% (95% CI1=0,56% a 0,98%)
en el grupo control y 1,41% + 1,36% (95% CI=0,79% a 2,04%) en el grupo con CRC. Sin embargo, los
monocitos proinflamatorios CD14"CD16" que suponian un 5,2% + 1,9% (95% Cl=4,27% a 6,2%) de la
poblacion celular CD14" en los donantes sanos, aumentaron bruscamente alcanzando valores del 10,5%
+4,8% (95% CI=8,7% a 12,3%) en los pacientes con CRC (P<0,0001).

Los niveles en plasma de factores angiogénicos y moléculas proinflamatorias relacionadas estan
aumentados en pacientes con CRC

Es ampliamente conocido que los niveles circulantes de los factores angiogénicos estan
elevados en CRC. Por consiguiente, los niveles en plasma del VEGF como del PIGF aumentaron
significativamente en pacientes con CRC cuando se comparaban con el grupo control, pero los niveles
en plasma de sus receptores solubles VEGFR2/KDR y VEGFR1/FIt1 eran similares entre los dos grupos,
sugiriendo una mayor biodisponibilidad de estos factores angiogénicos en estos pacientes.
Adicionalmente, la IL-6 y la MMP-9, dos moléculas implicadas en procesos inflamatorios y angiogénicos
aumentaron en siete y dos veces, respectivamente, en pacientes con CRC (Tabla 3).
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Los factores angiogénicos modulan la hematopoyesis

Para evaluar el impacto de la concentracion de factores angiogénicos en los niveles de las
HPCs circulantes, se expresaron los niveles en plasma de las moléculas seleccionadas por célula
CD34". Al hacerlo de esta manera, aparecié un escenario de fuertes relaciones entre estos factores
(Figura 3B y 3C). No obstante, de manera destacada, a nivel de células individuales, las
concentraciones plasmaticas del VEGF, del PIGF y de la IL-6 por célula CD34" se correlacionaban
directamente con la proporcién CD14": CD34", una medida de la capacidad de las células CD34" para
diferenciarse en monocitos (Figura 3D, 3E, 3F). Cabe mencionar que la concentraciéon de IL-6 por célula
CD34" también se correlacionaba con la proporcién CD14"CD16": CD34" (Figura 3F).

El CRC induce la movilizacién de las células CD34"

Como los factores angiogénicos circulantes aumentaban en los pacientes con CRC, supusimos
que este incremento podria afectar el grado de movilizacién de las HPCs CD34". La salida de las células
CD34" de la médula 6sea se facilita mediante la interaccién entre el factor-1 derivado del estroma (SDF-
1) y su Unico receptor CXCR4 en las células CD34". Ademas, se ha demostrado que la movilizacién de
las HPCs esta mediada por la degradacion de SDF-1 en la médula 6sea (16, 17) y como consecuencia,
las células CD34" movilizadas presentan una proporcién y densidad inferiores de CXCR4 (18). Por lo
tanto, se determiné la expresién de CXCR4 en las células progenitoras CD34". De hecho, los pacientes
presentaron un mayor nimero de HPCs CD34" movilizadas, tal como se demostré por la menor
proporcion de células CD34" que expresaban CXCR4 [12,1% + 5,0% (95% CI=10,4% a 13,9%) frente al
18,0% + 7,3% (95% Cl=13,5% a 22,6%) en los controles, P = 0,02], asi como por la menor expresion en
membrana del CXCR4, determinada como la intensidad de fluorescencia promedio (414 + 95 AU frente
a 557 + 209 en los controles, P =0,014).

Tal como se representa en las Figuras 4A y 4B, los niveles circulantes de células
CD34"CXCR4" eran dependientes de la cantidad del VEGF como del PIGF por célula CD34", pero se
observo una movilizacion mas eficiente en pacientes con CRC. Se ha propuesto que la migracion y
reclutamiento mediados por SDF-1 de las CPCs depende de la MMP-9 (19). Nuestros resultados
muestran que efectivamente el nimero de células CD34'CXCR4" circulantes se correlacionaba bien con
la concentracién en plasma de la MMP-9 por célula CD34" en donantes sanos, pero era independiente
en los pacientes con CRC (Figura 4C), a pesar de la buena correlacién observada entre los niveles
circulantes del VEGF y de la MMP-9 por célula CD34" (Figura 4D). Adicionalmente, los inventores
observaron que el niumero de monocitos circulantes se correlacionaba bien con el de las células
CD34"CXCR4" en individuos sanos, pero no asi en pacientes con CRC (Figura 4E).

La proporcion CD14:CD34" en pacientes con CRC esta relacionada con el porcentaje de HPCs CD34"
circulantes que expresan la enzima convertidora de angiotensina

Finalmente, se analiz6 la posibilidad de que los niveles elevados de factores angiogénicos en
plasma pudieran reducir el reservorio de las células CD34" mas pluripotentes y, de este modo, satisfacer
el requerimiento mieloide necesario para inducir la angiogénesis tumoral. Para este fin, los inventores
aprovecharon la reciente descripcion del CD143/BB9 (enzima convertidora de angiotensina, ACE), que
define las HPCs CD34" con capacidad de injertar y repoblar la médula ésea irradiada (20) e identifica los
hemangioblastos que se diferencian de las células madre embrionarias humanas (21). Nuestros
resultados muestran que el 19,9% + 8,1% (95% Cl=15,1% a 24,8%) de las células CD34" expresaban
BB9 en el grupo control, pero sélo un 10,8% + 4,4% (95% CI=9,0% a 12,7%) en el grupo con CRC lo
expresaba (P = 0,001). Ademas, no se observaron diferencias en la intensidad de fluorescencia.

Las representaciones de los niveles circulantes de las células CD34'BB9" frente a las
concentraciones en plasma de factores angiogénicos por célula CD34" nos llevé a observar que estas
células primitivas se correlacionaban bien con los niveles del VEGF y del PIGF en el grupo con CRC,
pero so6lo con los niveles del VEGF en el grupo control (Figura 5A y 5B). No obstante, de manera
destacada, los inventores observaron que el nivel de monocitos circulantes era dependiente del nivel de
las HPCs CD34'BB9" circulantes mas primitivas en ambos grupos control y CRC (figura 5C), indicando
una asociacion intima entre estas dos poblaciones celulares. Sin embargo, a nivel de células
individuales, se obtuvo un mayor nimero de células CD14" por célula CD34'BB9" en el grupo con
cancer, corroborando la mayor eficiencia de las HPCs hacia la diferenciacién en monocitos, observada
previamente. Adicionalmente, aunque en el grupo control la proporcién CD14": CD34" era independiente
del porcentaje de células progenitoras CD34" que expresan BB9, se obtuvo una fuerte correlacion entre
estos dos parametros en el grupo con CRC (Figura 5D). De forma destacada, los niveles en plasma de
la ACE disminuyeron ligeramente, aunque significativamente, en el grupo con CRC [(134 + 44 ng/mL)
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(95% Cl=122 ng/mL a 1474 ng/mL)] frente al grupo control [(181 + 59 ng/mL) (95% Cl=157 ng/mL a 204
ng/mL)], P =0,0008, pero cuando se expresaron por célula CD34", las concentraciones relativas de la
ACE se correlacionaban bien con las del VEGF y las del PIGF (datos no mostrados). Estos datos
sugieren firmemente que ademas de los factores angiogénicos clasicos, la ACE debe jugar un papel
importante en la modulacion de la angiogénesis, asi como en la diferenciacion mieloide, particularmente
en CRC.

Discusioén

Actualmente se cree que, en vista de los recientes avances en la biologia de las células
progenitoras, la neovascularizacién tiene lugar por angiogénesis y/o vasculogénesis y, de este modo, la
contribucién de las células endoteliales en los nuevos vasos sanguineos ha sido objeto de mucho
estudio. De este modo, se han descrito niveles elevados de células endoteliales circulantes en algunos
canceres humanos (7), y de manera destacada, se observd un descenso en el nimero de células
CD31°""'CD45 en pacientes con cancer rectal después del tratamiento con bevacizumab, un anticuerpo
especifico del VEGF, (22). No obstante, es importante mencionar que el CD146, un marcador de células
endoteliales, no se pudo detectar en las células viables CD31°™"CD45 de pacientes con cancer rectal
(23). Por consiguiente, los inventores hallaron que la frecuencia de estas subpoblaciones celulares en
sangre periférica era extremadamente baja tanto en donantes sanos como en pacientes con CRC.
Ademas, utilizando un panel de marcadores especificos, los inventores demostraron que los porcentajes
de MNCs correspondientes a EPCs y CECs eran similares en ambos grupos, control y CRC, sugiriendo
una falta de movilizacion y probablemente de contribucién de estas subpoblaciones celulares
endoteliales a la angiogénesis tumoral. Estos resultados cuestionan la validez de utilizar la enumeracion
de las células endoteliales en sangre periférica como biomarcadores de terapia anti-angiogénica, por lo
menos en pacientes con CRC.

En la presente invencion, se utiliza el término CPCs para incluir las HPCs y las EPCs, y se
muestra que el porcentaje de MNCs correspondiente a las CPCs se redujo drasticamente en pacientes
con CRC, pero sélo se redujeron las CPCs con caracteristicas fenotipicas de HPCs. De manera
destacada, las HPCs de pacientes con CRC mostraban una mayor capacidad de diferenciarse en
monocitos y el incremento resultante en los niveles circulantes de estas células mieloides puede ser de
gran importancia, dadas las implicaciones de esta subpoblacién celular en la angiogénesis tumoral. De
este modo, las células mieloides no s6lo muestran la capacidad de inducir ex vivo la angiogénesis por
brotes sino que su posicion perivascular contribuye y parece ser necesaria para la angiogénesis tumoral
en modelos animales experimentales (24, 25). Se ha propuesto que los monocitos que expresan Tie-2
son las células mieloides mas proangiogénicas (24, 26), y los monocitos Tie-2 circulantes se
incrementan en algunos canceres humanos (27). En cambio, nuestros resultados demuestran que en las
células CD14", la proporcion de monocitos que expresan Tie-2 era similar entre donantes sanos y
pacientes con CRC. Sin embargo, los monocitos circulantes que expresan CD16, las células mieloides
mas proinflamatorias (28), aumentaban significativamente, recalcando la fuerte asociacion entre
inflamacion y angiogénesis en el CRC (29). Como los procesos inflamatorios estan relacionados con un
aumento de la angiogénesis (30), los monocitos deben contribuir a la creacibn de un medio
proangiogénico mediante la liberacion de mediadores proinflamatorios y factores angiogénicos. Asi, se
ha demostrado que la infusion Unica de bevacizumab, era capaz de disminuir la densidad de la
microvasculatura e incrementar el recubrimiento por pericitos de una fraccién de los vasos (22),
Adicionalmente, la eliminacién dirigida de Vegfa en las células del linaje mieloide no s6lo daba lugar a
una vasculatura tumoral menos tortuosa, con un aumento del recubrimiento por pericitos y disminucion
de la longitud de los vasos, sino que contribuia a la eficacia quimioterapéutica de los agentes citotoxicos
(31), destacando la importancia de las células mieloides en la angiogénesis tumoral.

Se sabe que las citoquinas secretadas por las células hematopoyéticas inducen la
angiogénesis, mientras que los factores angiogénicos, incluyendo el VEGF, juegan un papel esencial en
la hematopoyesis. En la presente invencidon, se demuestra que existe una asociacion intima entre los
niveles circulantes de los factores angiogénicos y las células hematopoyéticas tanto en estado sano
como en CRC, y, de este modo, los incrementos en plasma del VEGF y del PIGF pueden ayudar a
explicar el incremento en la capacidad de las HPCs de diferenciarse en monocitos en pacientes con
CRC. Ademas, se demostré en base a la expresion de CXCR4, que el CRC induce un mayor grado de
movilizacion de las HPCs, confirmando el efecto que, sobre la movilizacién de las HPCs, ejercen los
factores angiogénicos (32, 33).

Estos hallazgos pueden, aportar nueva luz para comprender el desarrollo tumoral en humanos,
ya que se ha demostrado que el reclutamiento de células progenitoras de la médula 6sea es necesario y
suficiente para la angiogénesis tumoral (1, 25, 34). Ademas, se ha observado que las HPCs CD34" se
sitan en la periferia del tumor, adheridas, o préximas a la pared del vaso sanguineo en el parénquima
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tumoral en ratones con carcinomas de mama (35). Adicionalmente, se ha descrito que la elevacion
mantenida del VEGF1e5 en plasma, en érganos diana o en tumores da lugar al remodelado de la
arquitectura vascular de la médula ésea y a la movilizacién de las HPCs hacia el torrente sanguineo y
los 6rganos extramedulares con una esplenomegalia y hepatomegalia concomitantes (33, 36). Por otro
lado, los estudios clinicos han proporcionado evidencias de que la elevacién de los niveles del VEGF en
plasma esta asociada con el fallo de la médula ésea (37) y la aparicion de hemangiomas (38), entre
otros. Por lo tanto, es posible que los factores angiogénicos induzcan el reclutamiento de las HPCs hacia
el tumor. Sin embargo, aunque no existen evidencias de la induccion de hematopoyesis extramedular en
estos pacientes, no se puede descartar esta posibilidad.

Adicionalmente, y a la luz de informes recientes, el desequilibrio hematopoyético observado
puede ser de relevancia en el desenlace de los pacientes con CRC. De este modo, estudios clinicos han
descrito que después del tratamiento con bevacizumab, los niveles circulantes del VEGF y del PIGF
aumentaban significativamente en pacientes con cancer rectal (39) y después de monoterapia con
bevacizumab, los pacientes con carcinoma rectal mostraban niveles circulantes de SDF-1 mas elevados,
sobreexpresandose los genes de SDF-1, CXCR4 y CXCL6 en las células del cancer rectal (40).
Teniendo en cuenta que el trafico y el reclutamiento de las células hematopoyéticas tiene lugar después
de la expresion perivascular del SDF-1, que actla capturando y reteniendo las células CXCR4"
entrantes (17, 25, 41), es creible pensar que la terapia anti-VEGF deberia inducir, mas que prevenir, el
reclutamiento de las células hematopoyéticas hacia los nichos tumorales. Ademas, la demostracion de
que el reclutamiento y la migracion de las células hematopoyéticas hacia el tumor tiene lugar antes del
inicio de la angiogénesis en la masa tumoral (34), condujo a los inventores a hacer la hipétesis de que la
ventaja modesta observada en la supervivencia global después de las terapias anti-angiogénicas podria
estar ligada al desequilibrio hematopoyético mostrado por estos pacientes.

Finalmente, el hallazgo mas importante y sorprendente fue la estrecha relacién entre los
factores angiogénicos en plasma y los niveles circulantes de las células progenitoras hematopoyéticas
que expresan ACE/BB9, lo que sugiere que los factores angiogénicos deben jugar un papel clave en el
mantenimiento de estas células primitivas y, por lo tanto, son responsables de su disminuciéon en
pacientes con CRC. Ademas, como los niveles circulantes de las células CD34'BB9” y las células
CD14" se correlacionaban bien, los presentes resultados indican que la concentracién elevada de
factores angiogénicos debe contribuir a reducir el reservorio de las HPCs primitivas para satisfacer el
requerimiento mieloide necesario para inducir la angiogénesis tumoral en estos pacientes. De manera
destacada, los presentes inventores muestran, por primera vez que la proporcion CD14":CD34" en
pacientes con CRC era dependiente de la proporcién de células CD34" que expresan la ACE.

La implicacién de estas células progenitoras primitivas aumenta la posibilidad de que el sistema
renina-angiotensina (RAS) juegue un papel no reconocido en el desequilibrio hematopoyético presente
en pacientes con CRC. Cabe mencionar que una revision de la literatura sugiere que la ACE debe estar
implicada en el aumento de la entrada en ciclo de las HPCs primitivas en la médula ésea (42, 43) y se
ha observado que los inhibidores de la ACE, asi como los antagonistas de los receptores de
angiotensina (Ang) Il, AT1/AT2, afectan a la expansion de colonias de hemangioblastos humanos y a la
proliferacion y diferenciacion de las HPCs (21). Por otro lado, el RAS esta implicado en procesos
angiogénicos y también en la angiogénesis tumoral. Por ejemplo, la sobreexpresion del
angiotensindgeno-Hu en diferentes modelos animales inhibia el crecimiento tumoral y la metastasis (44,
45) y la expresion de AT1 en las células estromales inducia la angiogénesis tumoral mediante la
induccién de la sintesis del VEGF (46). Es importante mencionar que los macrofagos asociados a tumor
sobreexpresan AT1 (47) y un informe reciente acaba de mostrar que los fibroblastos asociados a
carcinoma representan un fenotipo transicional del linaje monocitico al linaje de fibroblastos (48). Por lo
tanto, las células mieloides mediante la sefalizacion a través de RAS podrian contribuir a la
angiogénesis tumoral humana.

De forma general, los datos de la presente invencién proporcionan una evidencia convincente
de que los factores angiogénicos que actuan en concordancia con moléculas proinflamatorias y el RAS,
inducen a las HPCs a diferenciarse en monocitos, conduciendo a un desequilibrio hematopoyético, que a
su vez, deberia contribuir a las fases iniciales del crecimiento tumoral, asi como a la fase angiogénica,
ya que este efecto se observé en pacientes en todos los estadios. Ademas, estos resultados sugieren
que la enumeracion de los monocitos CD14" circulantes y la de las células CD34" que expresan BB9
deberian considerarse como marcadores fiables de la actividad angiogénica y podrian fomentar nuevas
estrategias terapéuticas para el CRC. Los presentes inventores creen que el desarrollo de este método
no invasivo permitirda mejorar la comprensién de la biologia de la angiogénesis del cancer en el CRC y
proporcionard nueva luz sobre el origen de los tipos celulares que participan en este proceso
fundamental para la progresion y diseminacion del cancer. Ademas, la evaluacion de los niveles
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circulantes de estas subpoblaciones celulares hematopoyéticas puede ser utilizada como una nueva
herramienta de diagnostico, que aporte informacion sobre el pronéstico, no proporcionada por otros
indicadores clinicos convencionales, y ser utilizada por grupos colaborativos multicéntricos como un
nuevo marcador para determinar la eficacia de la terapia antiangiogénica.
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REIVINDICACIONES
1. Método para la deteccion de neoangiogénesis tumoral que comprende las etapas de:
a) Proporcionar una muestra de sangre aislada de un individuo;
b) Obtener células nucleadas de la muestra de sangre aislada;

c) Determinar el nivel de monocitos CD14" circulantes, el nivel de células progenitoras
hematopoyéticas CD34" circulantes y el porcentaje de células progenitoras hematopoyéticas
CD34" circulantes que expresan el antigeno ACE/BB9 (CD143) en las células nucleadas de la
muestra de sangre aislada;

d) Comparar la proporcién entre el nivel de monocitos CD14" circulantes dividido por el nivel de
células progenitoras hematopoyéticas CD34" circulantes con respecto al porcentaje de células
progenitoras hematopoyéticas CD34" circulantes que expresan el antigeno ACE/BB9 (CD143)
determinados en c) con los valores obtenidos para individuos control o individuos sanos.

2.- Método segun la reivindicacion 1, en el que dicha determinacion se lleva a cabo mediante citometria
de flujo.

3.- Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, en el que dicha neoangiogénesis tumoral esta
asociada con cancer colorrectal.

4.- Inmunoensayo que se utiliza en la etapa c) del método de deteccién de neoangiogénesis tumoral en
una muestra de sangre aislada de un individuo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que
comprende:

a) Unir un anticuerpo monoclonal anti-CD45 humano al antigeno de las células
hematopoyéticas CD45" circulantes;

b) Unir por lo menos un anticuerpo monoclonal anti-humano al antigeno de los monocitos
CD14" circulantes, al antigeno de las células progenitoras hematopoyéticas CD34"
circulantes y al antigeno de las células progenitoras hematopoyéticas CD34"
circulantes que expresan el antigeno ACE/BB9 (CD143);

c) Mezclar en un recipiente reactivos y células;
d) Detectar dicha union entre anticuerpos y antigenos mediante por lo menos un reactivo.

5.- Inmunoensayo segun la reivindicacion 4, en el que dicho por lo menos un anticuerpo monoclonal anti-
humano se selecciona del grupo de anticuerpos monoclonales anti-humano que consiste en anti-CD34,
anti-CD14, y anti-ACE/CD143 (BB9).

6.- Inmunoensayo segun cualquiera de las reivindicaciones 4 6 5, en el que dicho reactivo para la
deteccion se selecciona del grupo que consiste en isotiocianato de fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE),
peridin clorofila (PerCP), PE-cianina 7 (PE-Cy7), aloficocianina (APC), APC-cianina 7 (APC-Cy7) y APC-
H7.

7.- Inmunoensayo segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, en el que dicha neoangiogénesis
tumoral esta asociada con cancer colorrectal.

8.- Kit para la deteccion de neoangiogénesis tumoral, que comprende:

a) por lo menos un medio de recepcién para recibir una muestra de sangre aislada del individuo,
preferiblemente tubos que contienen citrato y Ficoll;

b) un anticuerpo seleccionado entre anti-CD45 humano, anti-CD34 humano, anti-CD14 humano y
anti-ACE/CD143 (BB9) humano;

c) un reactivo de deteccion seleccionado del grupo que consiste en isotiocianato de fluoresceina
(FITC), ficoeritrina (PE), peridin clorofila (PerCP), PE-cianina 7 (PE-Cy7), aloficocianina (APC),
APC-cianina 7 (APC-Cy7) y APC-H7;

d) isotipos para el control;

e) instrucciones para la utilizacion del kit.
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9. Kit segun la reivindicacién 8, en el que dicha neoangiogénesis tumoral esta asociada con cancer
colorrectal.

10.- Utilizacion del nivel de monocitos CD14" circulantes, el nivel de células progenitoras
hematopoyéticas CD34" circulantes y el porcentaje de células progenitoras hematopoyéticas CD34"
circulantes que expresan el antigeno ACE/BB9 (CD143) en una muestra de sangre aislada como
biomarcador para la deteccion de neoangiogénesis tumoral.

11.- Utilizaciéon segun la reivindicacién 10, en el que dicha neoangiogénesis tumoral esta asociada con
cancer colorrectal.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201031698

1. Documentos considerados.-

A continuacion se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizaciéon de esta opinion.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
D01 ZAMBIDIS E. T. et al. Blood. Vol. 112, N° 9, paginas 3601-3614 01.11.2008
D02 US 2010/0203058 A1 12.08.2010
D03 DUDA D. G. et al. Journal of Clinical Oncology. 20.03.2006

Vol. 24, N° 9, paginas 1449-1453
D04 DOME B. et al. Critical Reviews in Oncology/hematology. 2009
Vol. 69, paginas 108-124
D05 HRISTOV M. et al. Cytometry Part A. Vol. 75A, paginas 848-853 2009
D06 MANCUSO P. et al. Blood. Vol. 97, paginas 3658-3661 2001

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La presente invencion tiene por objeto un método para la deteccién de neoangiogénesis tumoral que comprende las etapas
de: a) obtener una muestra de sangre aislada de un individuo; b) obtener células nucleadas de la muestra; c) determinar el
nivel de monocitos CD14+ circulantes, el nivel de células progenitoras hematopoyéticas CD34+ circulantes y el porcentaje
de células progenitoras hematopoyéticas CD34+ circulantes que expresan el antigeno ACE/BB9 (CD143) en las células
nucleadas de la muestra de sangre; d) comparar la proporcién entre el nivel de monocitos CD14+ circulantes dividido por el
nivel de células progenitoras hematopoyéticas CD34+ circulantes con respecto al porcentaje de células progenitoras
hematopoyéticas CD34+ circulantes que expresan el antigeno ACE/BB9 (CD143) con los valores obtenidos para individuos
control o individuos sanos (reivindicaciones 1 a 3). También tiene por objeto el inmunoensayo que se utiliza en la etapa c)
(reivindicaciones 4 a 7), el kit para la deteccién de neoangiogénesis tumoral (reivindicaciones 8 y 9) y el uso del método
mencionado para la deteccion de neoangiogénesis tumoral asociada con cancer colorrectal (reivindicaciones 10y 11).

D01 explica que la enzima convertidora de angiotensina, reguladora de la presion sanguinea, la angiogénesis y la
inflamacion, es un nuevo marcador para distinguir hemangioblastos diferenciados a partir de células madre embrionarias
humanas. Hemangioblastos ACE'CD45CD34" son progenitores comunes para las células endoteliales y
linfohematopoyéticas humanas. La expresion de BBY/ACE identifica a las células hematopoyéticas emergentes tanto CD34"
como CD34". ACE y su producto enzimatico han surgido como importantes biomarcadores de angiogénesis, inflamacion,
progresion tumoral y hematopoyesis.

D02 divulga métodos y composiciones para la deteccion, el diagnoéstico y el tratamiento de enfermedades arteriales basados
en células madre y progenitoras hematopoyéticas, proangiogénicas y no angiogénicas, y en células endoteliales formadoras
de colonias. Un método para diagnosticar cancer o enfermedad vascular periférica (PVD) consiste en analizar la relacion
entre células madre y progenitoras hematopoyéticas, proangiogénicas y no angiogénicas, de modo que si la relacion es
elevada el individuo padece cancer y si es baja padece PVD, en comparacion con niveles de referencia. Para ello se utiliza
la citometria de flujo. Como marcadores proangiogénicos se determina CD133°CD45%™CD34'CD31*AC133°CD14"
LIVE/DEAD CD41a y como marcadores no angiogénicos CD133-CD45%™CD34"CD31"'AC133 CD14” LIVE/DEAD CD41a’.

D03 determina que en sangre periférica de los pacientes con cancer rectal el 90% de las células CD146 son células
hematopoyéticas CD45". La expresion de CD146 fue detectada principalmente en los linfocitos CD3°CD4" y no se detecto6
en las células progenitoras CD34"CD133*CD45%™ ni en las células endoteliales CD31°"CD45",

D04 expone que las células progenitoras endoteliales (EPCs) y las células hematopoyéticas proangiogénicas (HCs)
participan en la vascularizacion de los tumores ejerciendo un efecto sinérgico con la angiogénesis y, asi mismo, las células
endoteliales circulantes (CECs) también intervienen en la vascularizacion. Revisa la biologia de estos tipos celulares y su
posible utilidad en oncologia clinica. Las CECs se pueden analizar mediante citometria de flujo utilizando 4 marcadores de
superficie CD31, CD34, CD133 y CD45 (CD31°""CD34"CD133°CD45). Las EPCs son CD34'VEGFR2'CD133".

D05 ensaya el nimero de monocitos angiogénicos Tie2'CD14*CD16™? y EPCs CD34'VEGFR2'CD45°"" en sangre
periférica de pacientes con enfermedad coronaria mediante citometria de flujo. Este protocolo puede ser la base de un
andlisis clinico estandarizado de estas poblaciones celulares para el diagnostico/prondstico de angiogénesis tumoral.

D06 desarrolla un procedimiento para medir, mediante citometria de flujo, CECs y CEPs en pacientes con cancer. Para cada
poblacién celular se utilizan diferentes marcadores. En el caso de las CECs inactivas: CD45P1H12*CD31°CD34°CD105°
CD106'CD133". Para las CECs activadas: CD45P1H12"CD31°CD34"'CD105"CD106°CD133". Para las CEPs: CD133".
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OPINION ESCRITA N° de solicitud: 201031698

NOVEDAD Y ACTIVIDAD INVENTIVA

Los documentos citados exponen métodos para la deteccién de neoangiogénesis tumoral mediante el analisis por citometria
de flujo de diversos tipos celulares. Tanto las poblaciones celulares analizadas como los marcadores utilizados para llevar a
cabo dicho andlisis son los mismos que los que tiene por objeto la presente solicitud. Sin embargo, en la documentacion y
bases de datos que han sido consultadas, no se ha encontrado que se determine especificamente la correlaciéon entre la
proporcién de CD14+/CD34+ y el porcentaje de células precursoras hematopoyéticas CD34+ que expresan BB9. Por lo tanto,
las reivindicaciones de la 1 a la 11 se pueden considerar nuevas a la vista del estado de la técnica y presentan actividad
inventiva.
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