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DESCRIPCIÓN

Bloqueo de la señalización de CCL18 a través de CCR6 como una opción terapéutica en enfermedades fibróticas y 
cáncer

Campo de la invención

La presente invención se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden inhibidores de la actividad y/o 5
expresión del receptor CCR6.

Antecedentes de la invención

Las enfermedades pulmonares intersticiales son un grupo heterogéneo de trastornos acompañados por varios grados de 
inflamación y fibrosis que resultan en el daño del parenquima pulmonar. Recientemente, el subgrupo de neumonías 
intersticiales idiopáticas se ha clasificado en siete síndromes diferentes. La más frecuentes de estas afecciones son 10
fibrosis pulmonar idiopática (IPF), neumonía intersticial no específica (NSIP) y neumonía organizativa criptogenética 
(COP).

La etiología de dichas enfermedades ha permanecido esquiva y los mecanismos moleculares que dirigen su patogénesis 
se entienden poco. Sin embargo, la ruta final de la proliferación de fibroblastos y la liberación de la matriz extracelular se 
analiza con detalle y representa una ruta común de las enfermedades pulmonares fibrosantes con etiología conocida y 15
desconocida incluyendo enfermedades inflamatorias colágeno-vasculares y sistémicas con manifestaciones pulmonares 
que dan lugar a fibrosis (por ejemplo, artritis reumatoide, esclerosis sistémica, escleroderma, neumonitis por 
hipersensibilidad, algunas formas de alveolitis inducida por fármacos).

IPF es un tipo distintivo de neumonía intersticial fibrosante crónica de causa desconocida. Cuando se examina el tejido 
pulmonar de pacientes que padecen IPF, éste muestra un conjunto característico de rasgos histológicos/patológicos 20
conocidos como neumonía intersticial usual (UIP). NSIP se refiere por el contrario a casos de neumonía intersticial en los 
que puede identificarse un patrón distintivo de inflamación y fibrosis más homogéneo diferente de UIP.

IPF es ligeramente más común en hombres que en mujeres y ocurre habitualmente en pacientes de 50 años de edad o 
mayores.

Los síntomas más comunes de IPF son falta de aliento, especialmente durante o después de la actividad física, y una tos 25
seca. Dichos síntomas no aparecen frecuentemente hasta que la enfermedad está avanzada y ya ha ocurrido un daño 
pulmonar irreversible.

El pronóstico de IPF es bastante pobre con un tiempo de supervivencia medio de 3 años desde el momento del 
diagnóstico.

Actualmente no están disponibles tratamientos eficaces ni cura para la fibrosis pulmonar. El tratamiento se limita 30
frecuentemente a tratar la respuesta inflamatoria que ocurre en los pulmones.

La terapia estándar incluye fármacos anti-inflamatorios y citotóxicos como esteroides y ciclofosfamida o azatioprina, sin 
embargo, estas terapias sólo tienen algo de valor, por ejemplo, en NSIP (que también tiene un pronóstico mejor que IPF) 
o neumonía intersticial descamativa (DIP). IPF, sin embargo, es refractaria a la mayor parte de estas opciones 
terapéuticas. Los estudios de terapia experimental usando IFN, Bosentan® (antagonista de endotelina), Aviptadil® 35
(péptido intestinal vasoactivo, VIP), o el inhibidor de tirosina quinasa Imatinib® tampoco revelaron ningún efecto 
beneficioso profundo de estos fármacos.

El desarrollo de nuevas terapias para el tratamiento de las distintas formas de fibrosis pulmonar, especialmente de IPF, 
permanece por lo tanto como una tarea esencial. Existe una necesidad de nuevas dianas celulares así como moléculas 
terapéuticas que puedan actuar eficazmente sobre estas dianas.40

Las quimioquinas son una familia de citoquinas proinflamatorias que son esenciales para la homeostasis y activación del 
sistema inmune. Se unen a receptores específicos de la superficie celular que pertenecen a la familia de los recetores 
con siete dominios transmembrana acoplados a proteína G.

CCL18, también conocida como quimioquina pulmonar y regulada por activación (PARC), quimioquina CC 1 asociada a 
la activación de macrófagos alternativa (AMAC-1), proteína inflamatoria de macrófagos 4 (MIP-4) y quimioquina 1 45
derivada de células dendríticas (DCCK1), es una quimioquina que se expresa principalmente por un rango amplio de 
monocitos/macrófagos y células dendríticas. Se expresa constitutivamente a altos niveles en el pulmón humano. CCL18 
atrae a las células T, células dendríticas inmaduras e induce la síntesis de colágeno por los fibroblastos. Además, hay 
indicios de que CCL18 también podría inducir la quimiotaxis de las células B.
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Los niveles de CCL18 están aumentados en varios estados patológicos, tales como por ejemplo trastornos inflamatorios 
de la piel, pulmón y articulaciones. También se ha encontrado que CCL18 se libera en niveles elevados por los 
macrófagos alveolares de pacientes que padecen fibrosis pulmonar y los niveles séricos de esta quimioquina son un 
marcador de pronóstico en enfermedades fibróticas.

Además, pudo demostrarse que CCL18 induce la diferenciación de fibroblastos en mio-fibroblastos e induce la expresión 5
de colágeno y -actina de músculo liso. Debido a sus propiedades conocidas de inductor de colágeno, altos niveles de 
CCL18 podrían estar ligados directamente a la deposición incrementada de la matriz en la fibrosis pulmonar.

Sin embargo, el análisis exacto de los eventos de señalización y posibles intervenciones terapéuticas en la señalización 
de CCL18 está obstaculizado por el hecho de que no se conoce su receptor.

El cáncer es una clase de enfermedades en las que un grupo de células presenta un crecimiento incontrolado, invasión y 10
algunas veces metástasis. Estas tres propiedades malignas de los cánceres les diferencian de los tumores benignos, 
que están auto-limitados y no invaden o metastatizan.

El cáncer es un problema de salud importante que causa aproximadamente el 13% de todas las muertes en el mundo. 
Según la American Cancer Society, 7,6 millones de personas murieron por cáncer en el mundo en 2007. Se prevé que 
las muertes por cáncer sigan aumentando, con 12 millones de muertes estimadas en 2030.15

El desarrollo de nuevas terapias para combatir el cáncer permanece, por lo tanto, como una tarea esencial.

WO 01/32874 titulado "Novel polypeptides and nucleic acids encoding same" está dirigido a polinucleótidos NOVX 
aislados y polipéptidos codificados por los polinucleótidos NOVX. WO 01/032874 también proporciona anticuerpos que 
se unen inmunoespecíficamente a un polipéptido NOVX o cualquier derivado, variante, mutante o fragmento del 
polipéptido, polinucleótido o anticuerpo NOVX. Finalmente, WO 01/32874 proporciona métodos en los que el polipéptido, 20
polinucleótido y anticuerpo NOVX se utilizan en la detección y tratamiento de un amplio rango de estados patológicos.

EP 1 422 239 titulado "Mobilization of hematopoietic stem cells using a chemokine" está dirigido a nuevas quimioquinas 
para movilizar células madre y a métodos para movilizar células madre.

WO 00/55180 titulado "human lung cancer associated gene sequences and polypeptides" se refiere a polinucleótidos 
relacionados con el pulmón o con cáncer de pulmón recién identificados y a los polipéptidos codificados por estos 25
polinucleótidos, y a las secuencias génicas completas asociadas con ellos y a los productos de expresión de éstos. WO 
00/55180 también se refiere inter alia al uso de dichos polinucleótidos y polipéptidos para la detección, prevención y 
tratamiento de trastornos del pulmón, particularmente la presencia de cáncer de pulmón. En WO 00/55180 también se 
describen métodos terapéuticos para tratar dichos trastornos.

Objetivo y resumen de la invención30

Un objetivo de la presente invención es proporcionar una composición farmacéutica que comprende un inhibidor de la 
actividad del receptor CCR6.

Otro objeto de la presente invención es proporcionar composiciones farmacéuticas que comprenden compuestos 
adecuados para el tratamiento de una enfermedad pulmonar intersticial y/o cáncer, en el que dicho cáncer es 
preferiblemente un adenocarcinoma, lo más preferiblemente un adenocarcinoma del pulmón.35

En un primer aspecto, la presente invención proporciona una composición farmacéutica según la reivindicación 1.

En otro aspecto, la presente invención se refiere a una composición farmacéutica según la reivindicación 1 para uso en 
el tratamiento de una enfermedad pulmonar intersticial y/o cáncer.

Leyendas de las figuras:

Figura 1 Expresión del ARNm de CCR6 por diferentes líneas de fibroblastos de pacientes que padecen carcinoma 40
escamoso (n= 3), NSIP (n= 2) y UIP (n= 3). La expresión de CCR6 se normalizó usando el gen constitutivo 
Gliceraldehído-3-fosfato-deshidrogenasa (GAPdH).

Figura 2 Análisis de la expresión de CCR6 por diferentes líneas de fibroblastos de pacientes que padecen UIP (panel 
superior, izquierdo y central), NSIP (panel superior derecho) y carcinoma escamoso (SQ CA; panel inferior).

Figura 3 CCR6 no se expresa en pulmón control (A), sin embargo, en los pulmones fibróticos la expresión de CCR6 45
puede encontrarse en la superficie apical de las células epiteliales alveolares (B y C, cabezas de flecha) y en fibroblastos 
(C, flechas) (aumento: A: x100, B: x200, C: x400).
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Figura 4 La liberación no estimulada (sin est.) de FGF2 se incrementa en fibroblastos de pulmones fibróticos (gris, n= 6 
(UIP n= 3, sarcoidosis n= 1, NSIP n= 1, indefinido n= 1)) comparado con fibroblastos de pulmones no fibróticos (gris 
claro, “Contr.”, n= 6). CCL18 induce una regulación al alza significativa de la liberación de FGF2 en fibroblastos de 
pulmones fibróticos pero sólo marginal en fibroblastos de pulmones no fibróticos. El bloqueo de CCR6 con un anticuerpo 
bloqueante inhibe la regulación al alza de la liberación de FGF2 inducida por CCL18. De nuevo, este efecto sólo se 5
observa en fibroblastos de pulmones fibróticos.

Figura 5 CCL18 indujo la expresión de ARNm de colágeno I en tres de cuatro (panel superior) y la expresión de ARNm 
de actina de músculo liso alfa (αSMA) en todas las líneas celulares de fibroblastos de pulmón humano investigadas 
(panel inferior) (las ordenadas indican los nombres de las líneas). La expresión de ARNm de colágeno I y la expresión de 
ARNm de actina de músculo liso alfa (αSMA) se bloquea con anti-CCR6 (rE= expresión relativa).10

Figura 6 La línea celular epitelial alveolar de rata transformada RLE-6TN experimenta transición epitelial-mesenquimal 
(EMT) después de estimulación con TGFβ o CCL18. Las flechas indican células semejantes a fibroblastos. Periodo de 
cultivo= 6 días.

Figura 7 Análisis por transferencia Western de la expresión de vimentina y αSMA cultivados durante 6 días bien sin 
estimular o en presencia de TGFβ, TGFβ+TNFα, CCL18 o CCL18+TNFα.15

Figura 8 La inmuno-reactividad para αSMA se evaluó por inmuno-fluorescencia en el día 6. Las células RLE-6TN se 
dejaron sin estimular (A) o se estimularon con (B) TGFβ+TNFα, (C) CCL18 (D), o CCL18+TNFα. Los núcleos se tiñen 
con DAPI. αSMA sólo es visible en el panel B descubriendo la forma típica de los fibroblastos (cabezas de flecha). Por el 
contrario, en el panel C y D sólo son evidentes los núcleos.

Figura 9 La inmuno-reactividad de CD90 se evaluó por inmuno-fluorescencia en el día 6. Las células RLE-6TN se 20
dejaron sin estimular (A) o se estimularon con TGFβ+TNFα (B), CCL18 (C). Los núcleos se tiñen con ToPro3. Las 
células sin estimular no expresan CD90 y sólo son visibles los núcleos. Por el contrario, las células estimuladas tanto con 
TGFβ+TNFα como con CCL18 expresan CD90 como se demuestra por el descubrimiento de la forma celular.

Figura 10 La expresión de αSMA inducida por CCL18 se encuentra en RLE-6TN transfectadas con CCR6 pero no en las 
células con transfección simulada. Por el contrario, TGFβ induce expresión de αSMA en ambas líneas celulares.25

Figura 11 Se estimularon AECII primarias humanas 12 días con TGFβ+TNFα o CCL18 en ausencia o presencia de 
TNFα. El lisado celular total se separó por SDS-PAGE al 10% y se analizó por transferencia Western. Las células sin 
estimular expresaron sólo marginalmente actina α de músculo liso (αSMA) y no expresaron vimentina. La estimulación 
con TGFβ+TNFα y CCL18 solo o en combinación con TNFα regula al alza fuertemente ambas moléculas. De forma 
interesante, la citoqueratina está regulada a la baja por TGFβ+TNFα pero se mantiene con CCL18 solo o en 30
combinación con TNFα.

Figura 12 Expresión de CCR6 por células mononucleares de sangre periférica después de 7 días de cultivo en 
presencia o ausencia de fitohemaglutinina (PHA; 5 µg/ml). Las preparaciones celulares se agruparon en preparación con 
expresión “alta” o “baja” de CCR6 según su expresión inicial de CCR6. Después del periodo de cultivo, las preparaciones 
sin estimular no cambiaron el patrón de expresión de CCR6. Por el contrario, la estimulación con PHA redujo la 35
expresión de CCR6 en el grupo con alta expresión pero incrementó la expresión en el grupo con baja expresión.

Figura 13 Regulación a la baja del receptor CCR6 después de 20 minutos de incubación con CCL18 (10 ng/ml). La 
incubación con CCL18 da lugar a una regulación a la baja importante de la expresión superficial de CCR6. Este efecto 
podría estar causado por la internalización del receptor.

Figura 14 Análisis FACS de la regulación a la baja de la expresión de CCR6 inducida por CCL18 en linfocitos humanos y 40
su inhibición por el inhibidor PS-AU-1015 (polipéptido según SEQ ID NO: 1). Una subpoblación de linfocitos humanos 
recién aislados expresa el receptor de quimioquina CCR6 de forma visible como un pico inferior en el lado derecho del 
pico principal (control pos.). La incubación con CCL18 (10 ng/ml) durante 20 minutos disminuye el pico de forma 
importante (CCL18 solo). Después de incubar las células con CCL18 (10 ng/ml) en presencia del inhibidor PS-AU-1015 
(SEQ ID NO.: 1; 100 ng/ml) esta regulación a la baja no ocurre (CCL18 + inhibidor). El inhibidor solo no presenta ningún 45
efecto.

Figura 15 Tinción de CCR6 en secciones de pulmón de pulmón control (A) y dos pulmones con adenocarcinoma (B, C). 
No es visible ninguna tinción en el pulmón control mientras las células tumorales son positivas para CCR6 (color rojo, 
flechas).

Figura 16 Expresión de CCR6 en la superficie de células de adenocarcinoma de pulmón (panel superior) y células de 50
mesotelioma pleural (panel inferior). El pico izquierdo indica control de isotipo, el pico derecho indica expresión de CCR6. 
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Dos de tres líneas celulares de adenocarcinoma y todas las líneas celulares de mesotelioma pleural presentan una 
expresión importante de CCR6.

Figura 17 Listado de los cebadores usados para PCR.

Figura 18 Listado de secuencias SEQ ID NO: 1 a 11.

Descripción detallada de la invención5

A no ser que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y científicos usados en la presente memoria tienen los 
mismos significados que los entendidos comúnmente por un experto en la técnica.

Se introducen las definiciones siguientes.

Tal y como se usan en esta especificación y en las reivindicaciones pretendidas, las formas singulares de “un” y “una” 
también incluyen los plurales respetivos a no ser que el contexto dicte claramente otra cosa.10

Debe entenderse que el término “comprenden” y variaciones tales como “comprende” y “que comprende” no es limitante. 
Para el propósito de la presente invención, el término “que consiste en” se considera que es una realización preferida del 
término “que comprende”. Si de aquí en adelante en la presente memoria un grupo se define para comprender al menos 
un determinado número de realizaciones, esto quiere decir que también engloba un grupo que consiste preferiblemente 
sólo en estas realizaciones.15

Los términos “alrededor de” y “aproximadamente” en el contexto de la presente invención indican un intervalo de 
exactitud que un experto en la técnica entenderá que asegura aún el efecto técnico de la característica en cuestión. El 
término engloba típicamente una desviación del valor numérico indicado de ±10% y preferiblemente de ±5%.

La determinación del porcentaje de identidad entre dos secuencias se consigue preferiblemente usando el algoritmo 
matemático de Karlin y Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci USA 90: 5873-5877. Dicho algoritmo se incorpora, por 20
ejemplo, en los programas BLASTn y BLASTp de Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-410 disponibles en NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi).

La determinación del porcentaje de identidad se realiza preferiblemente con los parámetros estándar de los programas 
BLASTn y BLASTp.

Las búsquedas de polinucleótidos BLAST se realizan preferiblemente con el programa BLASTn.25

Para los parámetros generales, la caja “Secuencias Diana Max” puede ajustarse a 100, la caja “Consultas cortas” puede 
marcarse, la caja “Umbral esperado” puede ajustarse a 10 y la caja “Tamaño de palabra” puede ajustarse a 28. Para los 
parámetros de puntuación, las “Puntuaciones concordancia/falta de concordancia” pueden ajustarse a 1-2 y la caja 
“Costes de Hueco” puede ajustarse a lineal. Para los parámetros de Filtro y Enmascaramiento, la caja “”Regiones de 
baja complejidad” puede no marcarse, la caja “Repeticiones específicas de especie” puede no marcarse, la caja 30
“Enmascaramiento sólo para tabla de búsqueda” puede marcarse, la caja “Enmascarar letras en minúscula” puede no 
marcarse.

Las búsquedas de proteínas BLAST se realizan preferiblemente con el programa BLASTp. Para los parámetros 
generales, la caja “Secuencias Diana Max” puede ajustarse a 100, la caja “Consultas cortas” puede marcarse, la caja 
“Umbral esperado” puede ajustarse a 10 y la caja “Tamaño de Palabra” puede ajustarse a “3”. Para los parámetros de 35
puntuación, la caja “Matriz” puede ajustarse a “BLOSUM62”, la caja “Costes de Hueco” puede ajustarse a “Existencia: 11 
Extensión:1”, la caja “Ajustes composicionales” puede ajustarse a “Ajuste de la matriz de puntuación composicional 
condicional”. Para los parámetros de Filtros y Enmascaramiento la caja “Regiones de baja complejidad” puede no 
marcarse, la caja de “Enmascaramiento sólo para tabla de búsqueda” puede no marcarse y la caja “Enmascaramiento de 
letras en minúscula” puede no marcarse.40

El porcentaje de identidad se determina sobre la longitud completa de la secuencia de referencia respectiva, es decir, 
sobre la longitud completa de la secuencia según SEQ ID NO o SEQ ID NOs recitadas en el contexto respectivo. Por 
ejemplo, una secuencia de aminoácidos que presenta al menos 80% de identidad con la secuencia según SEQ ID NO.: 1 
presenta al menos 80% de identidad con SEQ ID NO.: 1 sobre la longitud completa de SEQ ID NO.: 1. En otro ejemplo, 
una secuencia que presenta al menos 80% de identidad con la secuencia según SEQ ID NO.: 4 presenta al menos 80% 45
de identidad con SEQ ID NO.: 4 sobre la longitud completa de SEQ ID NO.: 4.

El término “sujeto” tal y como se usa en la presente memoria se refiere a un ser humano o un animal, preferiblemente un 
mamífero tal como, por ejemplo, primates no humanos, ratones, ratas, conejos, cobayas, perros, gatos, ganado, 
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caballos, ovejas, cerdos, cabras y semejantes. Preferiblemente, un “sujeto” en el contexto de la presente invención es un 
ser humano.

Los términos “receptor de quimioquina CCR6” o “receptor CCR6”, “ligando quimioquina 18” o “CCL18” y “ligando 
quimioquina 20” o “CCL20” mencionados en el contexto de la presente invención son muy conocidos en la técnica. Por lo 
tanto, el experto en la técnica medio puede recuperar fácilmente las secuencias de polinucleótido y aminoácidos del 5
receptor CCR6, CCL18 y CCL20 y ortólogos e isoformas de corte y empalme de éstos de cualquier base de datos 
pública adecuada tal como, por ejemplo, la base de datos NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/). Los términos 
“receptor CCR6” y “CCR6” se usan indistintamente en la presente memoria.

“Receptor CCR6”, “CCL18” y “CCL20” como se mencionan en el contexto de la presente invención son preferiblemente 
receptor CCR6, CCL18 y CCL20 de mamíferos, lo más preferiblemente receptor CCR6 humano, CCL18 humano y 10
CCL20 humano. El receptor CCR6 humano puede encontrarse, por ejemplo, en la base de datos NCBI con el número de 
registro NM_004367.5 (variante de transcrito 1; SEQ ID NO.: 7) o NM_031409.3 (variante de transcrito 2; SEQ ID NO.: 
8). CCL18 humano puede encontrarse, por ejemplo, en la base de datos NCBI con el número de registro NM_002988.2 
(SEQ ID NO.: 9). CCL20 humano puede encontrarse, por ejemplo, en la base de datos NCBI con el número de registro 
NM_004591.2 (variante de transcrito 1; SEQ ID NO.: 10) o NM_001130046.1 (variante de transcrito 2; SEQ ID NO.: 11).15

CCR6 también se refiere a veces como CD196. CCL18 también se refiere a veces como quimioquina pulmonar y 
regulada por activación (PARC), quimioquina CC 1 asociada con activación de macrófagos alternativa (AMAC-1), 
proteína 4 inflamatoria de macrófagos (MIP-4) o quimioquina 1 derivada de células dendríticas (DCCK1).

Los términos “IPF” (fibrosis pulmonar idiopática) y “UIP” (neumonía intersticial usual) se usan como sinónimos en la 
presente memoria.20

Los inventores de la presente invención encontraron sorprendentemente que CCL18 es un agonista del receptor CCR6, 
un miembro de la familia de receptores de quimioquina acoplados con proteína G con siete dominios transmembrana. 
Los inventores encontraron además sorprendentemente que los inhibidores de la actividad del receptor CCR6 pueden 
usarse para la terapia de una enfermedad pulmonar intersticial o cáncer.

Por lo tanto, en un aspecto, la presente invención se refiere a una composición farmacéutica como se reivindica en la 25
reivindicación 1.

Preferiblemente, dicho receptor CCR6 es un receptor CCR6 humano. Lo más preferiblemente, dicho receptor CCR6 es 
un polipéptido según SEQ ID NO.: 7 o SEQ ID NO.: 8.

El término “aislado” en el contexto de la presente invención indica que un polipéptido o polinucleótido se ha extraído de 
su entorno natural y/o se presenta en una forma en la que no se encuentra en la naturaleza. Un polipéptido “aislado” o 30
polinucleótido “aislado” también puede ser un polipéptido o polinucleótido que se ha generado in vitro.

En un ejemplo preferido, la secuencia de aminoácidos según (a) presenta al menos 91%, incluso más preferiblemente al 
menos 92%, incluso más preferiblemente al menos 93%, incluso más preferiblemente al menos 94%, incluso más 
preferiblemente al menos 95%, incluso más preferiblemente al menos 96%, incluso más preferiblemente al menos 97%, 
incluso más preferiblemente al menos 98% o incluso más preferiblemente al menos 99% de identidad con la secuencia 35
según SEQ ID NO.: 1. En un ejemplo lo más preferido, la secuencia de aminoácidos según (a) presenta 100% de 
identidad con la secuencia según SEQ ID NO.: 1.

En algunos ejemplos preferidos, la secuencia de aminoácidos según (a) puede presentar al menos 80%, preferiblemente 
al menos 85%, más preferiblemente al menos 90%, más preferiblemente al menos 91%, más preferiblemente al menos 
92%, más preferiblemente al menos 93%, más preferiblemente al menos 94%, más preferiblemente al menos 95%, más 40
preferiblemente al menos 96%, más preferiblemente al menos 97%, más preferiblemente al menos 98% o incluso más 
preferiblemente al menos 99% de identidad con la secuencia según SEQ ID NO.: 1.

En otros ejemplos preferidos, en la secuencia de aminoácidos según (a) no más de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ó 10 
aminoácidos de la secuencia según SEQ ID NO.: 1 están cambiados (es decir, delecionados, insertados, modificados y/o 
sustituidos por otros aminoácidos).45

Una sustitución en una secuencia de aminoácidos puede ser una sustitución conservativa o no conservativa, 
preferiblemente una sustitución conservativa. Una sustitución también incluye el intercambio de un aminoácido natural 
con un aminoácido no natural. Una sustitución conservativa comprende la sustitución de un aminoácido con otro 
aminoácido que tiene una propiedad química similar al aminoácido que se sustituye. Preferiblemente, la sustitución 
conservativa es una sustitución seleccionada del grupo que consiste en:50

(i) una sustitución de un aminoácido básico con otro aminoácido básico diferente;
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(ii) una sustitución de un aminoácido ácido con otro aminoácido ácido diferente;

(iii) una sustitución de un aminoácido aromático con otro aminoácido aromático diferente;

(iv) una sustitución de un aminoácido alifático, no polar con otro aminoácido alifático, no polar diferente; y

(v) una sustitución de un aminoácido no cargado, polar con otro aminoácido no cargado, polar diferente.

Un aminoácido básico se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en arginina, histidina, y lisina. Un 5
aminoácido ácido es preferiblemente aspartato o glutamato. Un aminoácido aromático se selecciona preferiblemente del 
grupo que consiste en fenilalanina, tirosina y triptófano. Un aminoácido alifático, no polar se selecciona preferiblemente 
del grupo que consiste en glicina, alanina, valina, leucina, metionina e isoleucina. Un aminoácido no cargado, polar se 
selecciona preferiblemente del grupo que consiste en serina, treonina, cisteína, prolina, asparagina y glutamina. A 
diferencia de una sustitución de aminoácidos conservativa, una sustitución de aminoácidos no conservativa es el 10
intercambio de un aminoácido con cualquier aminoácido que no se encuentra en las sustituciones conservativas 
indicadas anteriormente (i) a (v).

Los aminoácidos del polipéptido aislado también pueden estar modificados, por ejemplo, modificados químicamente. Por 
ejemplo, la cadena lateral o un grupo amino libre o extremo carboxi de un aminoácido de la proteína puede modificarse, 
por ejemplo, por glicosilación, amidación, fosforilación, ubiquitinación, etc.15

En una realización preferida, la secuencia de aminoácidos según (a) comprende al menos 8 aminoácidos consecutivos 
de la secuencia según SEQ ID NO.: 1. Así, la secuencia de aminoácidos según (a) presenta al menos 80%, 
preferiblemente al menos 85%, más preferiblemente al menos 90%, más preferiblemente al menos 91%, más 
preferiblemente al menos 92%, más preferiblemente al menos 93%, más preferiblemente al menos 94%, más 
preferiblemente al menos 95%, más preferiblemente al menos 96%, más preferiblemente al menos 97%, más 20
preferiblemente al menos 98%, incluso más preferiblemente al menos 99% o lo más preferiblemente 100% de identidad 
con la secuencia según SEQ ID NO.: 1 y comprende al menos 8 aminoácidos consecutivos de la secuencia según SEQ 
ID NO.: 1. En otro ejemplo preferido, la secuencia de aminoácidos según (a) presenta al menos 80%, preferiblemente al 
menos 85%, más preferiblemente al menos 90%, más preferiblemente al menos 91%, más preferiblemente al menos 
92%, más preferiblemente al menos 93%, más preferiblemente al menos 94%, más preferiblemente al menos 95%, más 25
preferiblemente al menos 96%, más preferiblemente al menos 97%, más preferiblemente al menos 98%, incluso más 
preferiblemente al menos 99% o lo más preferiblemente 100% de identidad con la secuencia según SEQ ID NO.: 1 y 
comprende al menos 8 o al menos 15 aminoácidos consecutivos de la secuencia según SEQ ID NO.: 1.

En otro ejemplo preferido, la secuencia de aminoácidos según (a) presenta al menos 95%, 98% ó 100% de identidad con 
la secuencia según SEQ ID NO.: 1 y comprende al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al 30
menos 14, al menos 15, al menos 16, al menos 17, al menos 18, al menos 19 o al menos 20 aminoácidos consecutivos 
de la secuencia según SEQ ID NO.: 1. En un ejemplo más preferido, la secuencia de aminoácidos según (a) presenta al 
menos 95%, 98% ó 100% de identidad con la secuencia según SEQ ID NO.: 1 y comprende al menos 8 o al menos 15 
aminoácidos consecutivos de la secuencia según SEQ ID NO.: 1.

Un fragmento es típicamente una parte de la secuencia de aminoácidos a la que se refiere.35

En un ejemplo preferido, el fragmento según (b) tiene una longitud de al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, 
al menos 12, al menos 13, al menos 14, al menos 15, al menos 16, al menos 17, al menos 18, al menos 19, al menos 20, 
al menos 21, al menos 22, al menos 23, al menos 24, al menos 25, al menos 26, al menos 27 o al menos 28 
aminoácidos. En una realización preferida, el fragmento según (b) tiene una longitud de al menos 10, al menos 15 o al 
menos o al menos 20 aminoácidos. En un ejemplo lo más preferido, el fragmento según (b) tiene una longitud de 15 40
aminoácidos.

En otra realización particularmente preferida, el polipéptido aislado según 1) consiste en una secuencia de aminoácidos 
según SEQ ID NO.: 1, en el que dicho polipéptido es capaz de unirse a e inhibir la actividad del receptor CCR6.

Si un polipéptido según la invención es capaz de unirse al receptor CCR6 puede determinarse por cualquier método 
adecuado conocido para el experto en la técnica. Por ejemplo, el experto en la técnica puede determinar si un 45
polipéptido es capaz de unirse al receptor CCR6 usando un ensayo de dos híbridos en levadura o un ensayo bioquímico 
tal como, por ejemplo, un ensayo "pull-down", un ensayo de co-inmunoprecipitación, un ensayo inmunoabsorbente ligado 
a enzima (ELISA), un ensayo de unión de radioligando cuantitativo, un ensayo basado en separación celular activada por 
fluorescencia (FACS), un ensayo de resonancia de plasmón o cualquier otro método conocido para el experto en la 
técnica. Cuando se usan los ensayos "pull-down" o resonancia de plasmón, es útil fusionar al menos una de las 50
proteínas a una etiqueta de afinidad tal como etiqueta His, etiqueta GST u otra, como es muy conocido en la técnica de 
la bioquímica.

E10167496
04-11-2014ES 2 523 265 T3

 



8

El término “inhibir la actividad del receptor CCR6” tal y como se usa en la presente memoria significa que la actividad del 
receptor CCR6 está regulada a la baja o suprimida y/o que la activación del receptor CCR6 está inhibida.

Por ejemplo, un polipéptido aislado o cualquier otro compuesto capaz de inhibir la actividad y/o la expresión del receptor 
CCR6 descrito en la presente memoria puede bloquear estéricamente el receptor CCR6, de manera que un agonista del 
receptor CCR6 (por ejemplo, CCL18 o CCL20) no puede activar el receptor. Así, una inhibición de la actividad del 5
receptor CCR6 puede deberse, por ejemplo, a una inhibición de la interacción del receptor CCR6 con uno de sus 
ligandos, es decir, CCL18 y/o CCL20, por un polipéptido o cualquier otro compuesto que se una al receptor CCR6 pero 
que no media un evento de señalización por sí mismo.

Un polipéptido aislado según 1) capaz de inhibir la actividad y/o la expresión del receptor CCR6 puede regular a la baja o 
suprimir la actividad existente del receptor CCR6.10

Si un polipéptido aislado es capaz de inhibir la actividad del receptor CCR6 puede determinarse, por ejemplo, midiendo 
la expresión en la superficie celular de CCR6 como se describe más adelante en la presente memoria en el ejemplo 6 y 
en las figuras 13 y 14, en la que una inhibición de la internalización del receptor CCR6 en presencia de un agonista del 
receptor CCR6 (tal como, por ejemplo, CCL18) y el polipéptido aislado, en comparación con un control (por ejemplo, 
presencia del agonista del receptor CCR6 solo) indica que el polipéptido aislado es capaz de inhibir la actividad del 15
receptor CCR6.

En otro ejemplo, el experto en la técnica también puede determinar la capacidad de un polipéptido aislado según 1) para 
inhibir la actividad del receptor CCR6 incubando células que expresan CCR6 en presencia de un agonista del receptor 
CCR6, tal como, por ejemplo, CCL18 o CCL20, y en presencia o ausencia del polipéptido aislado y posteriormente lisar 
las células y analizar la fosforilación de ERK, una molécula aguas abajo de la señalización de CCR6, por análisis por 20
transferencia Western. En este ejemplo, un nivel menor de fosforilación de ERK en presencia del polipéptido frente al 
nivel de fosforilación de ERK en ausencia del polipéptido aislado indica que el polipéptido es capaz de inhibir la actividad 
del receptor CCR6. Un método para determinar la fosforilación de ERK por análisis de transferencia Western se 
describe, por ejemplo, en Lin et al. J Proteome Res. 2010 Ene; 9(1): 283-97. En un ejemplo análogo, puede analizarse la 
fosforilación de otros efectores aguas abajo de CCR6 tales como, por ejemplo, Akt, quinasas SAPK/JNK, 25
fosfatidilinositol-3-quinasa o fosfolipasa C con el fin de determinar si un polipéptido aislado según la invención es capaz 
de inhibir la actividad del receptor CCR6.

Si un polipéptido aislado según 1) es capaz de inhibir la actividad del receptor CCR6 también puede determinarse, por 
ejemplo, midiendo la liberación de FGF2 estimulada por CCL18 o la inducción de colágeno y/o αSMA mediada por 
CCL18 en presencia de dicho polipéptido como se describe, por ejemplo, más adelante en la presente memoria en el 30
ejemplo 4 y en las figuras 4 y 5. En este ejemplo, una inhibición de la regulación al alza de FGF2 inducida por CCL18 y/o 
una inhibición de la inducción de colágeno y/o expresión de αSMA mediada por CCL18 en presencia del polipéptido en 
comparación con un control, al que no se ha añadido el polipéptido, indica que el polipéptido aislado es capaz de inhibir 
la actividad del receptor CCR6. Además, con el fin de determinar la capacidad de un polipéptido aislado según 1) para 
inhibir la actividad del receptor CCR6, el experto en la técnica también puede determinar si la inducción de la Transición 35
Epitelial-Mesenquimal (EMT) por CCL18 está regulada a la baja o suprimida.

Alternativamente o adicionalmente, pueden usarse cualesquiera métodos adicionales que sean adecuados para 
determinar la actividad del receptor CCR6 y que están comprendidos en la técnica y son conocidos por el experto en la 
técnica medio.

Un polipéptido aislado según 1) que es capaz de inhibir la actividad del receptor CCR6, puede inhibir la actividad del 40
receptor CCR6 al menos un 10%, al menos un 20%, al menos un 30%, al menos un 40%, al menos un 50%, al menos un 
60%, al menos un 70%, más preferiblemente al menos un 80%, al menos un 90%, al menos un 91%, al menos un 92%, 
al menos un 93%, al menos un 94%, al menos un 95%, al menos un 96%, al menos un 97%, al menos un 98% o al 
menos un 99% cuando se compara con un control. Un polipéptido según 1), que es capaz de inhibir la actividad del 
receptor CCR6, puede inhibir la actividad del receptor CCR6 un 100%.45

En otro aspecto, la presente invención se refiere a un polinucleótido aislado que codifica el polipéptido aislado según 1) o 
2), en el que dicho nucleótido está comprendido en un vector de expresión.

El polinucleótido aislado tiene una longitud de menos de 6.000 nucleótidos, menos de 5.000 nucleótidos, menos de 
4.000 nucleótidos, menos de 3.000 nucleótidos, menos de 2.000 nucleótidos, menos de 1.000 nucleótidos o menos de 
500 nucleótidos.50

El polinucleótido aislado tiene una longitud de entre al menos 24 y 9.000 nucleótidos, preferiblemente al menos 24 y 
8.000 nucleótidos, más preferiblemente entre al menos 24 y 7.000 nucleótidos, más preferiblemente entre al menos 24 y 
6.000 nucleótidos, más preferiblemente entre al menos 24 y 5.000 nucleótidos, más preferiblemente entre al menos 24 y 
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4.000 nucleótidos, más preferiblemente entre al menos 24 y 3.000 nucleótidos, más preferiblemente entre al menos 24 y 
2.000 nucleótidos, más preferiblemente entre al menos 24 y 1.000 nucleótidos o incluso más preferiblemente entre al 
menos 24 y 500 nucleótidos. En otro ejemplo preferido, un polinucleótido aislado tiene una longitud de al menos 24, al 
menos 87 o al menos 93 nucleótidos.

El polinucleótido aislado tiene una longitud de entre al menos 87 y 9.000 nucleótidos, preferiblemente al menos 87 y 5
8.000 nucleótidos, más preferiblemente entre al menos 87 y 7.000 nucleótidos, más preferiblemente entre al menos 87 y 
6.000 nucleótidos, más preferiblemente entre al menos 87 y 5.000 nucleótidos, más preferiblemente entre al menos 87 y 
4.000 nucleótidos, más preferiblemente entre al menos 87 y 3.000 nucleótidos, más preferiblemente entre al menos 87 y 
2.000 nucleótidos, más preferiblemente entre al menos 87 y 1.000 nucleótidos o incluso más preferiblemente entre al 
menos 87 y 500 nucleótidos.10

Un polinucleótido aislado tiene una longitud de al menos 87 nucleótidos, al menos 100 nucleótidos, al menos 200 
nucleótidos, al menos 500 nucleótidos, al menos 800 nucleótidos, al menos 1.000 nucleótidos, al menos 1.500 
nucleótidos, al menos 2.000 nucleótidos, al menos 2.500 nucleótidos, al menos 3.000 nucleótidos, al menos 3.500 
nucleótidos. En un ejemplo particularmente preferido, un polinucleótido aislado tiene una longitud de al menos 87 
nucleótidos o al menos 100 nucleótidos.15

El polinucleótido aislado tiene una longitud de entre al menos 93 y 9.000 nucleótidos, preferiblemente al menos 93 y 
8.000 nucleótidos, más preferiblemente entre al menos 93 y 7.000 nucleótidos, más preferiblemente entre al menos 93 y 
6.000 nucleótidos, más preferiblemente entre al menos 93 y 5.000 nucleótidos, más preferiblemente entre al menos 93 y 
4.000 nucleótidos, más preferiblemente entre al menos 93 y 3.000 nucleótidos, más preferiblemente entre al menos 93 y 
2.000 nucleótidos, más preferiblemente entre al menos 93 y 1.000 nucleótidos o incluso más preferiblemente entre al 20
menos 93 y 500 nucleótidos.

Un polinucleótido aislado tiene una longitud de al menos 24 nucleótidos, al menos 50 nucleótidos, al menos 87 
nucleótidos, al menos 93 nucleótidos, al menos 100 nucleótidos, al menos 200 nucleótidos, al menos 500 nucleótidos, al 
menos 800 nucleótidos, al menos 1.000 nucleótidos, al menos 1.500 nucleótidos, al menos 2.000 nucleótidos, al menos 
2.500 nucleótidos, al menos 3.000 nucleótidos o al menos 3.500 nucleótidos. En un ejemplo particularmente preferido, el 25
polinucleótido aislado tiene una longitud de al menos 24, al menos 87 o al menos 93 nucleótidos.

Será evidente para el experto en la técnica que debido a la degeneración del código genético un polipéptido dado puede 
estar codificado por diferentes secuencias de nucleótidos.

En una realización preferida, el polinucleótido aislado según la invención comprende o consiste en una secuencia que 
presenta al menos 80% de identidad con la secuencia según SEQ ID NO.: 4.30

En un ejemplo preferido adicional, el polinucleótido comprende o consiste en una secuencia que presenta al menos 85%, 
preferiblemente al menos 90%, más preferiblemente al menos 91%, incluso más preferiblemente al menos 92%, incluso 
más preferiblemente al menos 93%, incluso más preferiblemente al menos 94%, incluso más preferiblemente al menos 
95%, incluso más preferiblemente al menos 96%, incluso más preferiblemente al menos 97%, incluso más 
preferiblemente al menos 98% o incluso más preferiblemente al menos 99% de identidad con la secuencia según SEQ 35
ID NO.:4. El polinucleótido comprende o consiste en una secuencia que presenta al menos 85%, preferiblemente al 
menos 90%, más preferiblemente al menos 95% o incluso más preferiblemente al menos 98% de identidad con la 
secuencia según SEQ ID NO.: 4.

El polinucleótido comprende o consiste en una secuencia que presenta al menos 80%, al menos 85%, preferiblemente al 
menos 90%, más preferiblemente al menos 91%, incluso más preferiblemente al menos 92%, incluso más 40
preferiblemente al menos 93%, incluso más preferiblemente al menos 94%, incluso más preferiblemente al menos 95%, 
incluso más preferiblemente al menos 96%, incluso más preferiblemente al menos 97%, incluso más preferiblemente al 
menos 98% o incluso más preferiblemente al menos 99% de identidad con la secuencia según SEQ ID NO.: 4.

En una realización particularmente preferida, el polinucleótido aislado según la invención comprende o consiste en una 
secuencia que presenta 100% de identidad con la secuencia según SEQ ID NO.: 4.45

Un polinucleótido aislado puede ser una molécula de ARN o ADN mono o bicatenaria.

El polinucleótido aislado según la invención se inserta en un vector de expresión. El vector de expresión puede ser un 
vector de expresión procariota o eucariota tal como, por ejemplo, un plásmido, un minicromosoma, un cósmido, un fago 
bacteriano, un vector retroviral o cualquier otro vector conocido para el experto en la técnica. El experto en la técnica 
estará familiarizado con la forma de seleccionar un vector apropiado según la necesidad específica.50
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La presente invención se refiere así a un vector de expresión que comprende un polinucleótido como se reivindica en 3) 
y 4) de la reivindicación 1.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término “hibridan” o “hibrida” se refiere a la hibridación de un primer con un 
segundo polinucleótido. Para determinar si dos polinucleótidos hibridan entre sí, el experto en la técnica realizará 
preferiblemente experimentos de hibridación in vitro en condiciones de hibridación moderadas o astringentes. Los 5
ensayos y condiciones de hibridación son conocidos para los expertos en la técnica y pueden encontrarse, por ejemplo, 
en Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y., 6.3.1-6.3.6, 1991. Las condiciones astringentes 
pueden ser, por ejemplo, condiciones en las que la hibridación tiene lugar en 6X cloruro de sodio/citrato de sodio (SSC) a 
45

0
C, seguido de un lavado en 0,2X SSC, 0,1% SDS a 65

0
C.

La presente invención se refiere a una composición farmacéutica que comprende un compuesto capaz de inhibir la 10
actividad y/o la expresión del receptor CCR6 como se reivindica en la reivindicación 1.

Una composición farmacéutica según la invención puede administrarse oralmente, por ejemplo en la forma de pastillas, 
comprimidos, comprimidos laqueados, comprimidos recubiertos de azúcar, gránulos, cápsulas de gelatina dura o blanda, 
disoluciones acuosas, alcohólicas o grasas, jarabes, emulsiones o suspensiones, o rectamente, por ejemplo en la forma 
de supositorios. La administración también puede llevarse a cabo parenteralmente, por ejemplo, subcutáneamente, 15
intramuscularmente o intravenosamente en la forma de disoluciones para inyección o infusión. Otras formas de 
administración adecuadas son, por ejemplo, administración percutánea o tópica, por ejemplo en la forma de pomadas, 
tinturas, pulverizadores o sistemas terapéuticos transdérmicos, o la administración por inhalación en la forma de 
pulverizadores nasales o mezclas de aerosol.

En un ejemplo preferido, una composición farmacéutica se administra parenteralmente, por ejemplo, en la forma de 20
disoluciones para inyección o infusión, oralmente, por ejemplo, en la forma de un comprimido, pastilla, tableta o cápsula 
o mediante inhalación.

Para la producción de pastillas, comprimidos, comprimidos recubiertos de azúcar y cápsulas de gelatina dura por 
ejemplo, pueden usarse lactosa, almidón, por ejemplo almidón de maíz, o derivados de almidón, talco, ácido esteárico o 
sus sales, etc. Los vehículos para las cápsulas de gelatina blanda y supositorios son, por ejemplo, grasas, ceras, polioles 25
semisólidos y líquidos, aceites naturales o endurecidos, etc. Los vehículos adecuados para la preparación de 
disoluciones, por ejemplo de disoluciones para inyección, o de emulsiones o jarabes son, por ejemplo, agua, disolución 
fisiológica de cloruro de sodio, alcoholes tal como etanol, glicerol, polioles, sacarosa, azúcar invertido, glucosa, manitol, 
aceites vegetales, etc.

En algún ejemplo, las composiciones farmacéuticas también contienen aditivos, tales como por ejemplo materiales de 30
relleno, disgregantes, aglutinantes, lubricantes, agentes humectantes, estabilizadores, emulsionantes, dispersantes, 
conservantes, edulcorantes, colorantes, saporíferos, aromatizantes, espesantes, diluyentes, sustancias tamponadoras, 
disolventes, solubilizantes, agentes para conseguir un efecto de liberación lenta, sales para alterar la presión osmótica, 
agentes de recubrimiento o antioxidantes.

Los ejemplos de excipientes adecuados para las diferentes formas variadas de composiciones farmacéuticas descritas 35
en la presente memoria pueden encontrarse, por ejemplo, en el “Handbook of Pharmaceutical Excipients”, 2ª Edición, 
(1994), Editado por A Wade y PJ Weller.

En otra realización preferida, una composición farmacéutica según la invención comprende un compuesto activo 
adicional adecuado para el tratamiento o prevención de una enfermedad pulmonar intersticial y/o cáncer.

Los ejemplos de compuesto activo adicional adecuado para el tratamiento de una enfermedad pulmonar intersticial son, 40
por ejemplo, fármacos anti-inflamatorios tales como, por ejemplo, prednisona u otros corticosteroides, azatioprina, 
metotrexato, micofenolato o ciclofosfamida, antioxidantes, tales como, por ejemplo, acetilcisteína, agentes anti-fibróticos, 
tales como, por ejemplo bosentan o pirfenidona, minociclina, sildenafil, talidomida, anticuerpos anti-TNF, tales como, por 
ejemplo, Infliximab; etanercept, interferón gamma, anticuerpos anti-IL-13, inhibidores de endotelina, Zilcuton, 
anticoagulantes, macrólidos, inhibidores de fosfodiesterasa (PDE) 4, tales como, por ejemplo, roflumilast, Aviptadil, 45
hormona estimulante de melanocito alfa (alfa-MSH), inhibidores de tirosina quinasa, tales como, por ejemplo, imatinib, 
desatinib y nilotinib.

El compuesto activo adicional adecuado para el tratamiento del cáncer es preferiblemente un agente quimioterapéutico. 
Los agentes quimioterapéuticos adecuados para el tratamiento del cáncer son muy conocidos para el experto en la 
técnica. Los ejemplos de agentes quimioterapéuticos son, por ejemplo, temozolomida, adriamicina, doxorrubicina, 50
epirrubicina, 5-fluorouracilo, citosina arabinósido (“Ara-C”), ciclofosfamida, tiotepa, busulfán, citosina, taxoides, por 
ejemplo, paclitaxel, toxotere, metotrexato, cisplatino, melfalán, vinblastina, bleomicina, etopósido, ifosfamida, mitomicina 
C, mitoxantrona, vincristina, vinorelbina, carboplatino, tenipósido, daunomicina, carminomicina, aminopterina, 
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dactinomicina, mitomicinas, melfalán y otras mostazas de nitrógeno relacionadas y agentes hormonales que actúan para 
regular o inhibir la acción hormonal en tumores tales como tamoxifeno y onapristona.

La composición farmacéutica puede comprender uno o más de un compuesto activo adicional adecuado para el 
tratamiento o prevención de una enfermedad pulmonar intersticial y/o uno o más de un compuesto activo adicional 
adecuado para el tratamiento o prevención del cáncer. En un ejemplo preferido, la composición farmacéutica comprende 5
1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o más de 10 compuestos activos adicionales adecuados para el tratamiento o prevención de 
una enfermedad pulmonar intersticial y/o 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o más de 10 compuestos activos adicionales 
adecuados para el tratamiento del cáncer.

Puede administrarse una o más composiciones farmacéuticas separadas que comprenden un compuesto activo 
adecuado para el tratamiento o prevención de una enfermedad pulmonar intersticial y/o un compuesto activo adecuado 10
para el tratamiento o prevención del cáncer a un sujeto, preferiblemente un sujeto humano, en combinación con una 
composición farmacéutica según la invención que comprende un compuesto capaz de inhibir la actividad y/o la expresión 
del receptor CCR6.

En un aspecto adicional, la presente invención se refiere a una composición farmacéutica según la invención para uso en 
el tratamiento de una enfermedad pulmonar intersticial y/o cáncer.15

En un ejemplo preferido de la composición farmacéutica según la invención, la enfermedad pulmonar intersticial se 
selecciona del grupo que consiste en enfermedad pulmonar parenquimal difusa de causa conocida (preferiblemente, 
enfermedad colágeno-vascular o enfermedad pulmonar parenquimal difusa relacionada con el medioambiente o 
fármaco), enfermedad pulmonar parenquimal difusa granulomatosa (preferiblemente, sarcoidosis) y otras formas de 
enfermedad pulmonar parenquimal difusa (preferiblemente, linfangiolciomiomatosis (LAM), histiocitosis de las células de 20
Langerhans/histiocitosis X (HX) pulmonar o neumonía eosinofílica).

En una realización particularmente preferida de la composición farmacéutica según la invención, la enfermedad 
pulmonar intersticial es una neumonía intersticial idiopática.

En una realización preferida adicional de la composición farmacéutica según la invención, la enfermedad pulmonar 
intersticial se selecciona del grupo que consiste en fibrosis pulmonar idiopática, neumonía intersticial no específica, 25
neumonía organizativa criptogenética, bronquiolitis respiratoria asociada a enfermedad pulmonar intersticial, neumonía 
intersticial descamativa, neumonía intersticial aguda y neumonía intersticial linfocítica. En una realización particularmente 
preferida de la composición farmacéutica según la invención, la enfermedad pulmonar intersticial es fibrosis pulmonar 
idiopática. Para una visión global de la clasificación de enfermedades pulmonares intersticiales, el experto en la técnica 
puede referirse, por ejemplo, a American Thoracic Society/European Respiratory Society International Multidisciplinary 30
Consensus Classification of the Idiophatic Interstitial Pneumonias, American Thoracic Society; European Respiratory 
Society, Am J Respir Crit Care Med. 2002 Ene 15; 165(2): 277-304.

La enfermedad pulmonar intersticial puede estar causada por una afección seleccionada del grupo que consiste en 
enfermedad pulmonar con esclerodermia, sarcoidosis, neumonitis por hipersensibilidad, artritis reumatoide, lupus 
eritematoso y asbestosis.35

En otro ejemplo preferido de la composición farmacéutica según la invención, el cáncer se selecciona del grupo que 
consiste en cáncer de pulmón, cáncer de mama, cáncer pancreático, cáncer de próstata, neuroblastoma, melanoma, 
cáncer de cerebro, cáncer de riñón, cáncer de vejiga, cáncer de ovario, cáncer de la sangre y cáncer de colon. En una 
realización preferida adicional de la composición farmacéutica según la invención, el cáncer se selecciona del grupo que 
consiste en adenocarcinoma, preferiblemente adenocarcinoma del pulmón, pleuramesotelioma, carcinoma colorrectal, 40
carcinoma de próstata, carcinoma de mama, carcinoma de células renales, carcinoma hepatocelular, Linfoma No de 
Hodgkin y Linfoma de Hodgkin.

En una realización particularmente preferida de la composición farmacéutica según la invención, el cáncer es cáncer de 
pulmón, lo más preferiblemente adenocarcinoma de pulmón, o mesotelioma pleural. En una realización lo más preferida, 
el cáncer es adenocarcinoma de pulmón.45

La presente invención se describirá ahora respecto a algunos de sus ejemplos específicos.

Ejemplos

Ejemplo 1 - Materiales y Métodos

Biblioteca de exposición en fago

Para la identificación de un resto de unión de CCL18 se usó una biblioteca de exposición en fago establecida (1).50
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Células y líneas celulares

Se establecieron líneas de fibroblastos bien a partir de material quirúrgico de neumectomías o lobectomías de pacientes 
que padecen varios tumores o a partir de material remanente obtenido de pulmones fibróticos por toracoscopia asistida 
por vídeo (VATS). Los pacientes padecían bien adenocarcinoma de pulmón, carcinoma de células no pequeñas o 
carcinoma escamoso. La fibrosis resultó de fibrosis pulmonar idiopática (UIP), neumonía intersticial no específica, 5
sarcoidosis, neumonitis por hipersensibilidad, neumoconiosis o escleroderma sistémico. El tejido se cortó en partes 
pequeñas (aprox. 0,5 cm de longitud de borde) y se puso en placas de 6 pocillos que contenían 1 ml de Quantum 333 
(PAA, Pasching, Austria) con 1% de penicilina/estreptomicina. Los fibroblastos que crecieron se recogieron cuando 
alcanzaron aproximadamente un 80% de confluencia por tripsinización, se cultivaron en matraces de cultivo celular de 75 
cm2 (NUNC Thermo Fisher, Roskilde, Dinamarca) en Quantum 333 y posteriormente se dividieron (1:3 a 1:5). Las líneas 10
establecidas se aplicaron en los estudios de lo subcultivos 3 a 8.

Si no se menciona otra cosa, las células se estimularon con 10 ng/ml de CCL18 humano recombinante, 2,5 ng/ml de 
TGFβ ó 1 ng/ml de TNFα bien solos o en combinación.

Se aislaron AECII como se ha descrito previamente (2). Brevemente, se cortó en primer lugar tejido pulmonar 
macroscópicamente sin tumor y las secciones se lavaron tres veces a 4

0
C en disolución salina tamponada con fosfato 15

(PBS) y se digirieron en disolución de dispasa estéril (2,5 mg de dispasa II (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Alemania) ml y 
50 µg/ml de ADNasa I (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania)) a 37

0
C durante 60 minutos. Después de la digestión 

con dispasa, las secciones se pipetearon concienzudamente durante varios minutos usando una pipeta de 10 ml con una 
entrada ancha. El tejido crudo y las suspensiones celulares se filtraron a través de una gasa de nilón con tamaños de 
malla de 50 y 20 µm. La suspensión celular se puso como una capa en una disolución de gradiente de densidad (PAN 20
Biotech GmbH, Aidenbach, Alemania) y se centrifugó a 800xg durante 20 min.

Las células de la interfase se lavaron y se incubaron en placas Petri de 100 mm (max. 6x107 células/placa) en RPMI 
(Invitrogen, Karlsruhe, Alemania) con 10% de suero fetal de ternera (FCS) (PAA Laboratories GmbH, Cölbe, Alemania) y 
1% penicilina/estreptomicina (Biochrom AG, Berlín, Alemania) a 37

0
C en un incubador humidificado (5% CO2, 37

0
C) 

durante 15, 20 y si es posible 30 minutos para eliminar las células adherentes (en su mayoría macrófagos alveolares, 25
monocitos y fibroblastos) de las no adherentes.

Citometría de flujo

La expresión superficial de CCR6 de líneas de fibroblastos se estimó usando un anticuerpo anti-CCR6 humano marcado 
con FITC (R&D Systems, Minneapolis, MN). La expresión de CCR6 de RLE-6TN se analizó usando un anticuerpo anti-
CCR6 de cabra policlonal (CKR6/C20, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) y un anticuerpo anti-cabra de ratón 30
marcado con FITC (DAKO, Glostrup, Dinamarca).

La expresión superficial de CCR6 de líneas celulares tumorales se estimó usando un anticuerpo anti-CCR6 humano 
marcado con PE (R&D Systems, Minneapolis, MN) y se midió con un FACS Calibur (Beckton Dickinson, Heidelberg, 
República Federal Alemana).

Las células de adenocarcinoma de pulmón humano y células de mesotelioma pleural fueron un regalo generoso del Prof. 35
HH Fiebig, Oncotest, Freiburg. Las células se cultivaron en RPMI 1640 que contenía 10% FCS y 100 U/ml de 
estreptomicina y penicilina. Los cultivos se dividieron 1:3 cuando los cultivos alcanzaron 90% de confluencia.

Inmunohistoquímica

La inmunohistoquímica se realizó como se describe (3, 4) usando mAb anti-CCR6 humano (clon 53103, isotipo IgG2b de 
ratón; R&D Systems Europe, Reino Unido) y una técnica de estreptavidina-biotina marcada con peroxidasa (DAKO 40
LSAB2 System; DakoCytomation, Alemania). La contratinción se realizó con hemalum de Mayer. Para el control negativo 
incluido en cada serie de tinción, las secciones se tiñeron sin anticuerpo primario.

Análisis de la expresión de CCR6 en carcinoma de pulmón humano

Se cortó tejido de tumor recién aislado de adenocarcinoma del pulmón en partes de no más de 1x1x0,5 cm de longitud 
de borde. El tejido se estabilizó usando disolución estabilizadora HOPE (DCS, Hamburgo, República Federal Alemana) a 45
4

0
C y se incluyó en parafina.

Las secciones de tejido se desparafinaron y se tiñeron para expresión de CCR6 por la técnica de peróxidos (5) usando 
un anticuerpo disponible comercialmente (R&D Systems, Wiesbaden, República Federal Alemana).
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ELISA de FGF2

Para estimar la liberación de FGF2 inducida por CCL18, se recogieron fibroblastos, se contaron y se sembraron 300.000 
células por pocillo en una placa de cultivo celular de 6 pocillos en Quantum 333. Se dejó que las células se adhirieran 
toda la noche y el medio se reemplazó con 1 ml de DMEM más 10% FCS. Las células se dejaron bien sin estimular o se 
estimularon con 10 ng/ml de CCL18 humano recombinante. Para bloquear la interacción CCR6/CCL18, se añadió un 5
anticuerpo bloqueante frente a CCR6 (R&D systems, Wiesbaden, República Federal Alemana) o un anticuerpo 
irrelevante (anti-IgG humana de ratón, R&D Systems) a una concentración final de 20 µg/ml en cultivos en paralelo. 
Después de 24 h de cultivo, el sobrenadante se recogió y se almacenó a -80

0
C hasta la determinación de FGF2.

Las concentraciones de FGF2 se midieron usando un kit de desarrollo ELISA (R&D) y se realizó como sugiere el 
proveedor.10

PCR en tiempo real

Después del periodo de cultivo indicado, se extrajo el ARN total usando el Reactivo TRIzol según el protocolo del 
fabricante (Invitrogen, Karlsruhe, Alemania). El ARN total de transcribió de forma inversa con StrataScript RT 
(Stratagene, CA) usando cebador oligo (dT)12-18 para producir ADNc según el protocolo del fabricante. Los cebadores 
específicos para CCR6 humano, colágeno de tipo I, actina de músculo liso alfa y GAPDH se diseñaron usando software 15
Primer3 (Whitehead Institute for Biomedical Research, Cambridge, EEUU; http://frodo.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3/primer3_www.cgi), software Amplify 1.2 (Universidad de Wisconsin, EEUU; 
http://engels.genetics.wise.edu/amplify) usando las bases de datos LocusLink y GenBank (National Center for 
Biotechnology Information; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/LocusLink/index.html). Los números de código de registro para 
las secuencias de nucleótidos usadas para generar los cebadores respectivos y las secuencias de los cebadores se 20
muestran en la figura 17.

Todos los cebadores abarcaron los intrones y se sinterizaron por MWG-Biotech (MWG-Biotech AG, Alemania). La PCR 
en tiempo real se realizó con iQ SYBR Green SuperMix, termociclador iCycler y software iCycler iQ 3.0 (Bio-Rad 
Laboratories GmbH, Alemania) según el protocolo del fabricante. Para controlar la especificidad de los productos de la 
amplificación, se realizó un análisis de curva de fusión. No se observó amplificación de productos no específicos en 25
ninguna de las reacciones. Se calculó un valor de umbral de ciclo (Ct) y se usó para calcular el nivel relativo de ARNm 
específico por la fórmula siguiente: "expresión relativa= 2

(Ct  GAPDH-Ct CCL18)
x10.000" para cada muestra de ADNc.

Transferencia Western

Después del periodo de cultivo indicado, las células se lavaron una vez en PBS y se lisaron en tampón de lisis enfriado 
en hielo. Los lisados celulares totales se hirvieron a 93

0
C durante 5 minutos en volúmenes iguales de tampón de carga 30

(0,5M Tris-HCl pH 6,8, 2% SDS, 0,05% azul de bromofenol, 20% 2-mercaptoetanol, 10% Glicerol).

Todas las muestras se sometieron a 12% dodecilsulfato de sodio-PAGE, se separaron por electroforesis y se 
transfirieron a una membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF). Después de bloquear durante 2h en disolución 
salina tamponada con Tris (TBS) que contenía 5% de leche seca desnatada, las membranas se incubaron con 
anticuerpo primario (anti-colágeno I de conejo (Rockland, Gilbertsville PA); anti αSMA (anti-αSMA de conejo (Abcam, 35
Cambridge, MA); anti vimentina (Santa Cruz); anti CCR6: CKR6/C20, Santa Cruz) diluido 1:700 con TBS a 40C toda la 
noche. La visualización se realizó usando anticuerpos secundarios apropiados marcados con IRDye 800CW o IRDye 
700CW (Li-COR Bioscience, Bad Hornburg, Alemania) diluidos 1:10.000-1:20.000 durante 2 h y se escaneó usando 
sistema Odyssey (Li-COR Bioscience) según las instrucciones del fabricante.

Análisis de la expresión de CCR6 por PBMNC en presencia o ausencia de PHA40

Se aislaron células mononucleares de sangre periférica humana de sangre de punción venosa por centrifugación en 
densidad, se lavaron y se contaron. Las células se ajustaron a 1x10

6
 células por ml en medio de cultivo completo (RPMI 

1640 con 10% suero de ternera fetal y 100 U de penicilina/estreptomicina) y se cultivaron durante 24 h bien en ausencia 
o presencia de 10 µg/ml de fitohemaglutinina (PHA). El porcentaje de células positivas para CCR6 se midió usando 
anticuerpos anti-CCR6 marcados con FITC (R&D Systems, Wiesbaden República Federal Alemana) y se contaron en un 45
FACS calibur (Becton Dickinson, Heidelberg, República Federal Alemana).

Inhibición de la regulación a la baja de CCR6

Se incubaron células mononucleares recién aisladas durante 20 minutos con 10 ng/ml de CCL18, 100 ng/ml del péptido 
inhibidor PS-AU-105 (polipéptido según SEQ ID NO.: 1), una combinación de ambos o se dejaron sin tratar. La 
incubación se realizó en RPMI 1640 con 10% suero de ternera fetal y 100 U/ml de Estreptomicina/Penicilina a 37

0
C. 50

Después de la incubación, las células se centrifugaron y el sobrenadante se desechó. Las células se fijaron con 4% 
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paraformaldehído durante 5 minutos en hielo y se lavaron dos veces en PBS que contenía 1% FCS. Después de fijar, las 
células se tiñeron usando un anticuerpo conjugado con fluoresceína frente a CCR6 (R&D systems, Wiesbaden, 
República Federal Alemana) y se analizaron por citometría de flujo (FACScalibur y Quantiquest; ambos de Becton 
Dickinson, Franklin  Lakes, EEUU).

Estadísticas5

Todas las estadísticas se realizaron usando estadísticas no paramétricas. El análisis por parejas del incremento o 
inhibición se realizó usando análisis de rangos con signo de Wilcoxon; los grupos no emparejados se analizaron usando 
el Ensayo U de Mann-Whitney. Los valores de p<0,05 se consideraron significativos. Los datos se presentan usando 
Gráficos de Cajas. En este caso, la mediana se proporciona como línea en un rectángulo indicando el percentil 25 y 75. 
El percentil 5 y 95 se indican como líneas por debajo o por encima del rectángulo, los valores más allá o por encima del 10
percentil 5 y 95 se ilustran como punto.

Ejemplo 2 - Identificación de un péptido de unión de CCL18 usando exposición en fago

Después de 3 círculos de unión de los fagos de la biblioteca de fagos (como se describe en le ejemplo 1) a CCL18 
humano unido a placa, se plaquearon E. coli infectadas con fago en agar y se tomaron 20 colonias, se expandieron y se 
aisló ADN para secuenciación. Algunas de las secuencias no fueron informativas o codificaban dianas génicas no 15
humanas, sin embargo, se identificó una secuencia con una clara relación con el receptor de quimioquina CC 6 (CCR6).

Ejemplo 3 - Análisis de la expresión de CCR6 en líneas primarias de fibroblastos humanos

PCR

Los estudios de expresión usando cebadores para CCR6 revelaron una alta variabilidad de la expresión del ARNm de 
CCR6. La expresión más alta se encontró en líneas de fibroblastos derivadas del pulmón de pacientes que padecían 20
neumonía intersticial usual (UIP). Las líneas derivadas de pacientes que padecían neumonía intersticial no específica 
(NSIP) o carcinoma escamoso sólo expresaban niveles marginales de ARNm de CCR6 (Fig. 1).

FACS

Los análisis de citometría de flujo de líneas de fibroblastos establecidas revelaron expresión detectable de CCR6 sólo en 
líneas de fibroblastos derivadas de pacientes que padecían UIP. Las líneas generadas a partir de pulmones de pacientes25
que padecían carcinoma escamoso o NSIP no expresan CCR6 detectable en su superficie (Fig. 2). La expresión 
incrementada de CCR6 de fibroblastos de pulmones fibróticos permaneció incrementada a lo largo de todos los 
subcultivos (datos no mostrados).

Inmunohistoquímica

Los estudios de inmunohistoquímica en secciones de tejido tomadas de pulmones de pacientes con IPF/UIP no 30
revelaron expresión de CCR6 en tejido pulmonar normal (Fig. 3A). En pulmones fibróticos, la expresión de CCR6 se 
detectó en la superficie apical de células epiteliales alveolares (Fig. 3B) y en fibroblastos (Fig. 3C).

Ejemplo 4 - Análisis funcional de CCR6

Expresión de FGF2

Los fibroblastos derivados de pulmones no fibróticos liberaron sólo niveles marginales de FGF2. CCL18 estimula la 35
liberación de FGF2 en estas células sólo marginalmente. Por el contrario, los fibroblastos no estimulados derivados de 
pulmones fibróticos liberan niveles incrementados de FGF2 (p<0,005 comparado con los controles) que además está 
regulado al alza por CCL18 (p<0,05, Fig. 4).

El bloqueo de CCR6 por un anticuerpo bloqueante no ejerce ningún efecto en la liberación de FGF2 estimulada por 
CCL18 por líneas de fibroblastos no fibróticas. En fibroblastos derivados de pulmones fibróticos el bloqueo de CCR6 40
disminuyó significativamente la regulación al alza de FGF2 inducida por CCL18 (p<0,05).

Expresión de colágeno

Se ha reportado que CCL18 induce la expresión de colágeno y αSMA (7, 18). Por lo tanto, se determinó si la inducción 
de estas moléculas también depende de CCR6. Como se muestra en la Fig. 5 (panel superior), CCL18 regula al alza la 
expresión de colágeno I en tres de las cuatro líneas celulares analizadas. Esta inducción se inhibió en las tres líneas 45
celulares reactivas para CCL18 por el bloqueo de CCR6 usando un anticuerpo bloqueante. Se obtuvo el mismo resultado 
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para la regulación al alza de αSMA inducida por CCL18. La misma línea celular que no presentó expresión incrementada 
de colágeno I por la estimulación con CCL18 tampoco reaccionó en el caso de αSMA (Fig. 5, panel inferior).

Ejemplo 5 - La Inducción de la Transición Epitelial-Mesenquimal (EMT) a mio-fibroblastos por CCL18 depende de 
CCR6

EMT de la línea celular epitelial alveolar de rata RLE-6TN5

La línea celular epitelial alveolar de rata RLE-6TN presenta la típica forma de célula cuboidal de célula epitelial (Fig. 6 
parte superior). El cultivo de estas células durante seis días en presencia de CCL18 induce una diferenciación a células 
semejantes a fibroblastos con forma fusiforme (Fig. 6 parte central, véanse las flechas) en algunas áreas. Esta 
diferenciación es más pronunciada en presencia de TGFβ (Fig. 6 parte inferior, véanse las flechas) ya que casi todas las 
células presentan un fenotipo semejante a fibroblastos con forma fusiforme. Esto indica que CCL18 induce al menos 10
parcialmente EMT en células RLE-6TN.

Los análisis por Transferencia Western de RLE-6TN después de EMT inducida bien por CCL18 o TGFβ revelaron la 
expresión de vimentina después de cultivar en presencia de CCL18 que aumenta por TNFα (Figura 7). Sólo fue visible 
una expresión débil de αSMA en ambas condiciones. TGFβ indujo una expresión fuerte de αSMA pero no indujo la 
expresión de vimentina.15

La microscopía de fluorescencia demostró que la estimulación con TGFβ induce de hecho la expresión de αSMA en 
células RLE-6TN (Fig. 8B) mientras CCL18 o CCL18/TNFα no lo hacen (Fig. 8C y D). Por el contrario, todas las 
estimulaciones indujeron la expresión de CD90 (Fig. 9B y C) aunque la expresión de CD90 fue más intensa usando 
CCL18. La PCR cuantitativa en tiempo real de RLE-6TN reveló una expresión débil de CCR6 de rata. Sin embargo, el 
análisis de la proteína CCR6 usando transferencia Western o citometría de flujo no pudo demostrar la expresión de 20
CCR6 por RLE-6TN (datos no mostrados). Por lo tanto, las células se transfectaron transitoriamente con un plásmido 
disponible comercialmente que contenía una secuencia de ADN que codifica CCR6 humano. Después de la transfección, 
la estimulación con CCL18 indujo αSMA en las células transfectadas con CCR6, pero no en células con transfección 
simulada. Por el contrario, TGFβ indujo la expresión de αSMA en ambos tipos celulares (Figura 10).

EMT de células epiteliales alveolares primarias humanas25

La estimulación de células epiteliales alveolares primarias humanas aisladas tipo II estimuladas bien con TGFβ+TNFα o 
CCL18 con o sin TNFα también induce EMT como se demuestra por la inducción de la expresión de vimentina y αSMA y 
la expresión reducida de citoqueratina (Fig. 11).

Ejemplo 6 - Inhibición de la regulación a la baja de la expresión de CCR6 inducida por CCL18 en PBMNC

Se agruparon células mononucleares de sangre periférica (PBMNC) humana según su porcentaje basal de células 30
CCR6

+
. El cultivo de PBMNC sin ninguna activación no altera el porcentaje de células CCR6

+
. Por el contrario, la 

activación con PHA incrementa el porcentaje de CCR6
+
 en preparaciones con una proporción inicial de CCR6

+
 baja (Fig. 

12 barras sombreadas), pero lo disminuye en preparaciones con una proporción de CCR6
+
 alta (Fig. 12 barras blancas).

La incubación de PBMNC aisladas ricas en CCR6
+
.con CCL18 durante 20 minutos resultó en una disminución en el 

porcentaje de células CCR6
+
 (Fig. 13) debido posiblemente a la internalización del receptor CCR6. Esta reducción de la 35

expresión de CCR6 inducida por CCL18 disminuye en presencia del péptido inhibidor PS-AU-105 (polipéptido según
SEQ ID NO.: 1). La Fig. 14 demuestra una sub-población clara de células CCR6+ en  cultivo sin estimular (control pos.). 
La estimulación con CCL18 disminuye esta subpoblación como se demuestra por un segundo pico disminuido (CCL18 
solo). La estimulación con CCL18 en presencia del péptido inhibidor PS-AU-105 (polipéptido según SEQ ID NO.: 1) no 
reguló a la baja la subpoblación de CCR6

+
. El inhibidor solo no presenta ningún efecto (inhibidor solo).40

Ejemplo 7 - Análisis de la expresión de CCR6 en carcinoma de pulmón humano

Inmunohistoquímica

El análisis de pulmón control no reveló tinción de CCR6 (Fig. 15A). Por el contrario, las células tumorales presentaron 
una expresión clara de CCR6 (Fig. 15 B y C, flechas). Además, algunos fibroblastos también presentaron una expresión 
débil de CCR6 (Fig. 15 C, cabezas de flecha).45

FACS

El análisis FACS reveló una expresión clara de CCR6 en dos de tres líneas celulares de adenocarcinoma (Fig. 16 panel 
superior) y en todas las líneas celulares de mesotelioma pleural (Fig. 16 panel inferior). La línea celular de 
adenocarcinoma de pulmón LxFA 526L presenta expresión marginal de CCR6.
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REIVINDICACIONES

1. Una composición farmacéutica que comprende un compuesto capaz de inhibir la actividad y/o la expresión del 
receptor CCR6 para uso como medicamento, en la que el compuesto capaz de inhibir la actividad y/o la expresión del
receptor CCR6 se selecciona del grupo que consiste en el polipéptido aislado según 1) ó 2) y el vector de expresión 
según 3) ó 4), en la que5

1) es un polipéptido aislado que consiste en una secuencia de aminoácidos seleccionada del grupo que consiste en:

(a) una secuencia de aminoácidos que presenta al menos 80% de identidad con la secuencia según SEQ ID NO.: 1; y

(b) un fragmento de la secuencia de aminoácidos según (a);

en la que dicho polipéptido aislado es capaz de unirse a e inhibir la actividad del receptor CCR6;

2) es el polipéptido aislado según 1), en el que la secuencia de aminoácidos según (a) comprende al menos 8 10
aminoácidos consecutivos de la secuencia según SEQ ID NO.: 1;

3) es un vector de expresión que comprende un polinucleótido aislado que codifica el polipéptido según 1) ó 2);

4) es el vector de expresión que comprende un polinucleótido aislado según 3), en el que dicho polinucleótido 
comprende o consiste en una secuencia que presenta al menos 80% de identidad con la secuencia según SEQ ID NO.: 
4.15

2. Una composición farmacéutica según la reivindicación 1 para uso en el tratamiento de una enfermedad pulmonar 
intersticial y/o cáncer.

3. Una composición farmacéutica para uso según la reivindicación 2, en la que la composición comprende un compuesto 
activo adicional adecuado para el tratamiento de una enfermedad pulmonar intersticial y/o cáncer.

4. La composición farmacéutica para uso según la reivindicación 2 ó 3, en la que la enfermedad pulmonar intersticial se 20
selecciona del grupo que consiste en fibrosis pulmonar idiopática, neumonía intersticial no específica, neumonía 
organizativa criptogenética, bronquiolitis respiratoria asociada a enfermedad pulmonar intersticial, neumonía intersticial 
descamativa, neumonía intersticial aguda y neumonía intersticial linfocítica.

5. La composición farmacéutica para uso según la reivindicación 2 ó 3, en la que el cáncer se selecciona del grupo que 
consiste en adenocarcinoma, preferiblemente adenocarcinoma del pulmón, pleuramesotelioma, carcinoma colorrectal, 25
carcinoma de próstata, carcinoma de mama, carcinoma de células renales, carcinoma hepatocelular, Linfoma No de 
Hodgkin y Linfoma de Hodgkin.
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