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DESCRIPCION

Bloqueo de la sefializacion de la CCL18 a través del CCR6 como opcién terapéutica en las enfermedades fibréticas
y el cancer

Campo de la invencion

La presente invencion se define en las reivindicaciones anexas. Toda materia identificada en la presente solicitud
como "invencién", "realizacién", "aspecto”, etc., que quede fuera del alcance de la invencion definido por las
reivindicaciones no forma parte de la invencion reivindicada sino que sirve de informacion general para comprender
mejor la invencion.

La presente invencion se refiere a un polipéptido receptor CCR6 soluble aislado capaz de unirse a la CCL18 y/o la
CCL20 y a un método para cuantificar la concentracion de un polipéptido receptor CCR6 soluble en una muestra
liquida de un sujeto. La presente invencion también se refiere a un método para detectar y/o definir el prondstico de
una enfermedad pulmonar intersticial o de un cancer en un sujeto determinando el nivel de un polipéptido receptor
CCRG6 soluble en una muestra de dicho sujeto y ademas proporciona una composicion farmacéutica que comprende
un compuesto capaz de inhibir la actividad y/o la expresion de la CCL18 o la CCL20 para el tratamiento de dichas
enfermedades. La presente invencion se refiere ademas a un polipéptido aislado capaz de unirse e inhibir la
actividad del receptor de quimiocinas CCR6 y a un método para identificar otros inhibidores de la actividad del
receptor CCR6. La presente invencion también se refiere a un método para detectar una enfermedad pulmonar
intersticial o un cancer en un sujeto determinando el nivel de expresion del gen CCR6 en una muestra de dicho
sujeto y proporciona ademas composiciones farmacéuticas que comprenden inhibidores de la actividad y/o de la
expresion del receptor CCRG6 para el tratamiento de dichas enfermedades.

Antecedentes de la invencion

Las enfermedades pulmonares intersticiales son un grupo heterogéneo de trastornos que cursan con distintos
grados de inflamacion y fibrosis que dafian el parénquima pulmonar. Recientemente, el subgrupo de neumonias
intersticiales idopaticas se ha clasificado en siete sindromes diferentes. Los mas frecuentes son la fibrosis pulmonar
idiopatica (FPI), la neumonia intersticial idiopatica (NIl) y la neumonia organizada criptogénica (NOC). Todavia no se
conoce la etiologia de dichas enfermedades y se sabe poco de los mecanismos moleculares que dirigen la
patogénesis. No obstante, las enfermedades pulmonares fibrosantes de etiologia conocida y desconocida, entre las
que estan la colagenosis vascular y las enfermedades inflamatorias sistémicas con manifestaciones pulmonares que
provocan fibrosis (p. €j. la artritis reumatoide, la esclerosis sistémica, el escleroderma, la neumonitis por
hipersensibilidad y algunas formas de alveolitis inducidas por farmacos) tienen en comun la via final de proliferacion
de fibroblastos y de liberacion de la matriz extracelular.

La FPI es un tipo especifico de neumonia intersticial fibrosante crénica de etiologia desconocida. Al examinar el
tejido pulmonar de los pacientes que padecen FPI se observa un conjunto de caracteristicas histolégicas/patolégicas
tipicas que se conoce como neumonia intersticial usual (NIU). La NII, por el contrario, se refiere a los casos de
neumonia intersticial en los que se puede identificar un patrén de inflamacién y fibrosis mas homogéneas distinto del
de la NIU.

La FPI es ligeramente mas frecuente entre los hombres que entre las mujeres y normalmente se observa en
pacientes de 50 afos o mas.

La citologia del lavado broncoalveolar (BAL) es un método utilizado con frecuencia para diagnosticar y controlar las
enfermedades pulmonares intersticiales, tales como, p. €j., la FPI. El lavado broncoalveolar de los pacientes que
padecen FPI, se caracteriza por un una cantidad de células totales y macréfagos y un porcentaje de linfocitos,
neutrdfilos y eosindfilos significativamente mayores que en el lavado broncoalveolar de los controles sanos.

Otros sintomas frecuentes de la FPI son disnea, especialmente durante o después de la actividad fisica y tos seca.
A menudo, estos sintomas no aparecen hasta que la enfermedad estd avanzada y ya se ha producido dafio
pulmonar irreversible.

El prondstico de la FPI es bastante malo, con un tiempo de supervivencia medio de 3 afios desde el diagnostico.

Actualmente no existen tratamientos eficaces ni cura para la fibrosis pulmonar. Con frecuencia, el tratamiento se
limita a tratar la respuesta inflamatoria que se produce en los pulmones. El tratamiento habitual incluye
antiinflamatorios y farmacos citotoxicos como los esteroides y las ciclofosfamidas o la azatioprina, sin embargo,
estas terapias solo muestran alguna eficacia p. ej. en la NIl (que también tiene mejor pronéstico que la FPI) o en la
neumonia intersticial descamativa (NID). La FPI, sin embargo, es resistente a la mayoria de las opciones
terapéuticas. En los estudios con farmacos experimentales como el IFNy, Bosentan® (antagonista de la endotelina),
Aviptadil® (péptido intestinal vasoactivo, VIP) o el inhibidor de la tirosina cinasa Imatinib® tampoco se ha observado
un gran beneficio.
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La publicacion internacional W02005/095953 describe métodos diagnosticos y productos terapéuticos para las
enfermedades asociadas al CCR6.

Por eso, desarrollar nuevas terapias para el tratamiento de las distintas formas de la fibrosis pulmonar,
especialmente de la FPI, sigue siendo un objetivo esencial. Se necesitan nuevas dianas celulares y también de
moléculas terapéuticas que puedan actuar sobre estas dianas eficazmente.

Las quimiocinas son una familia de citocinas proinflamatorias quimiotacticas que son esenciales para la homeostasis
y la activacion del sistema inmunitario. Dirigen la migracién de las células inmunitarias a los sitios de inflamacion e
infeccion. Las quimiocinas se unen a receptores especificos de la superficie celular que pertenecen a la familia de
los receptores acoplados a proteinas G con siete dominios transmembrana.

La CCL18, también llamada quimiocina pulmonar y de activacion regulada (PARC), quimiocina CC alternativa
asociada a la activacion de macrofagos 1 (AMAC-1), proteina inflamatoria de macrofagos-4 (MIP-4) y quimiocina
derivada de dendritas (DCCK1), es una quimiocina expresada fundamentalmente por una amplia gama de
monocitos/macrofagos y células dendriticas. En el pulmén humano se expresa constitutivamente en grandes
cantidades. La CCL18 atrae a los linfocitos T, a las células dendriticas inmaduras, e induce la sintesis de colageno
en los fibroblastos. Ademas, hay datos que apuntan a que la CCL18 también podria inducir la quimiotaxis de los
linfocitos B.

El nivel de la CCL18 aumenta en distintas enfermedades, tales como, p. €j., los trastornos inflamatorios de la piel, el
pulmon y las articulaciones. También se ha observado que los macréfagos alveolares de los pacientes con fibrosis
pulmonar liberan una mayor cantidad de CCL18 y el nivel sérico de esta quimiocina es un marcador del pronostico
en las enfermedades fibréticas.

Ademas, se pudo demostrar que la CCL18 induce la diferenciacion de los fibroblastos en miofibroblastos e induce la
expresion de colageno y de la actina a de musculo liso. Teniendo en cuenta su conocida capacidad de inducir la
formacion de colageno, el nivel alto de CCL18 podria estar directamente relacionado con el aumento de la
deposicion de la matriz en la fibrosis pulmonar.

Pero el estudio preciso de los eventos de sefializacion y las posibles intervenciones terapéuticas en la sefalizacion
de la CCL18 se esta viendo dificultado por el desconocimiento de su receptor.

Recientemente se han introducido los receptores solubles en la medicina clinica como forma novedosa de
tratamiento. La mayoria de los receptores solubles compiten con sus homdlogos unidos a la membrana por los
ligandos y asi actian como antagonistas competitivos. Los receptores solubles cuentan con la ventaja de que son
altamente especificos, se unen a sus dianas con una afinidad alta, y es menos probable que induzcan una respuesta
inmunitaria que pueda atenuar su actividad. Ademas, pueden actuar a distancia, por lo que pueden administrarse
lejos del sitio de accion. Estas ventajas hacen que los receptores solubles tengan un gran potencial terapéutico.

El cancer es un tipo de enfermedad en el que un conjunto de células prolifera de forma incontrolada, invade y
algunas veces forma metastasis. Estas tres propiedades malignas de los canceres los diferencian de los tumores
benignos que son autolimitados y no invaden ni forman metastasis.

El cancer es un importante problema de salud responsable de aproximadamente el 13 % de las muertes en todo el
mundo. Segun la American Cancer Society, durante 2007, 7,6 millones de personas fallecieron por cancer en todo el
mundo. La prevision es que la mortalidad del cancer siga aumentando, y se calcula que llegara a los 12 millones en
2030.

Por eso sigue siendo fundamental desarrollar tratamientos novedosos para combatir el cancer.

El cancer de pulmén es la principal causa de muerte por cancer y uno de los neoplasmas malignos mas importantes
por su alta prevalencia y creciente incidencia. Casi el 80 % de los casos de cancer de pulmoén se definen
histolégicamente como cancer de pulmén no microcitico (CPNM). A pesar del avance de las nuevas tecnologias y
del desarrollo de nuevos farmacos que contribuyen a un diagnéstico mucho mas precoz y a un tratamiento mas
adecuado, el CPNM sigue siendo una enfermedad potencialmente mortal. La supervivencia global a 5 afios entre los
pacientes con CPNM sigue siendo baja e incluso en los primeros estadios de la enfermedad, la tasa de recidiva es
relativamente alta. El mal prondstico se debe a que el tumor es muy agresivo, como demuestra su rapido crecimiento
y metastasis temprana. Aunque todavia se desconoce el mecanismo preciso de la carcinogénesis y la metastasis en
el CPNM, el microentorno del tumor parece jugar un papel fundamental en el desarrollo de las enfermedades
malignas y en la diseminacion de las células tumorales.

"CPNM" es un término que describe distintos tipos de tumores. El 25-40 % de los CPNM son adenocarcinomas. Este
tipo de tumores se desarrolla a partir de células mucosecretoras y se localiza principalmente en la periferia del
pulmén. El segundo tipo de histologia tumoral mas frecuente es el carcinoma de células escamosas que se
desarrolla a partir de las células escamosas que tapizan la superficie de los alvéolos y los bronquiolos.
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El microentorno de los tumores sélidos es una mezcla compleja de factores celulares y no celulares. Sobre todo son
las células inmunitarias localizadas alrededor del tumor y las interacciones entre las quimiocinas las que fomentan el
desarrollo de las células tumorales y su diseminacion. Los macréfagos asociados al tumor (MAT) son uno de los
subgrupos mas importantes de células inmunitarias del microentorno del tumor y representan hasta el 50 % de la
masa del tumor Algunos estudios han demostrado una importante correlacion entre el nimero de MAT y el mal
prondstico de las enfermedades malignas.

Objeto y resumen de la invencion

Un objeto de la presente invencién es proporcionar un polipéptido receptor CCR6 soluble aislado capaz de unirse a
la CCL18 y/o la CCL20.

Un objeto adicional de la invencion es proporcionar un método para cuantificar la concentracion de un polipéptido
receptor CCR6 soluble en una muestra liquida de un sujeto ademas de un método de diagndstico in vitro que puede
usarse para detectar y/o determinar el pronostico de una enfermedad pulmonar intersticial o de un cancer en un
sujeto.

Otro objeto de la presente invencion es proporcionar un inhibidor de la actividad del receptor CCR6. Un objeto
adicional de la invencién es proporcionar un método para identificar inhibidores de la actividad del receptor CCR6.

Otro objeto de la presente invencion es proporcionar composiciones farmacéuticas que comprenden compuestos
adecuados para el tratamiento de una enfermedad pulmonar intersticial y/o un cancer, en el que dicha enfermedad
pulmonar intersticial es preferiblemente la fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) y en el que dicho cancer es
preferiblemente un adenocarcinoma, lo mas preferiblemente un adenocarcinoma de pulmoén.

Estos y otros objetos que seran evidentes a partir de la descripcion vy las reivindicaciones subsiguientes se realizan
mediante la materia de las reivindicaciones independientes. Algunas de las realizaciones preferibles se definen en
las reivindicaciones dependientes.

En un primer aspecto, la presente invencion proporciona un polipéptido receptor CCR6 soluble aislado que
comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos que se selecciona del grupo que consiste en:

(a) una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de al menos el 80 % con la secuencia segun
laSEQIDNO.: 1;y

(b) un fragmento de la secuencia de aminoacidos segun (a);
en el que dicho polipéptido receptor CCR6 soluble aislado es capaz de unirse a la CCL18 y/o la CCL20.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un método para cuantificar la concentracion de un polipéptido
receptor CCRG6 soluble en una muestra liquida de un sujeto, en el que dicho método comprende las etapas de:

(a) inmovilizar una molécula de captura especifica para el receptor CCR6 soluble sobre un soporte sélido;
(b) afiadir la muestra liquida del sujeto;

(c) opcionalmente afadir un ligando del receptor CCR6 soluble, en el que dicho ligando es un polipéptido
que comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de al menos el
80 % con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 18, la SEQ ID NO.: 19, la SEQ ID NO.: 20 o la SEQ ID NO.:
21;

(d) afiadir un agente de deteccion especifico para el ligando segun (c), en el que dicho agente de deteccion
comprende un marcador detectable;

(e) cuantificar la sefal del agente de deteccion segun (d).

En otro aspecto mas, la presente invencion se refiere a un método para detectar y/o determinar el pronéstico de una
enfermedad pulmonar intersticial o un cancer en un sujeto, en el que el método comprende la etapa de determinar el
nivel del polipéptido receptor CCR6 soluble presente en una muestra de dicho sujeto.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende un
compuesto capaz de inhibir la actividad y/o la expresion de la CCL18 o la CCL20.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere al polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la invencion
para uso en tratamiento.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere al polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la
invencion o a una composicion farmacéutica segun la invenciéon para uso en el tratamiento o la prevencion de una
enfermedad pulmonar intersticial y/o un cancer.
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En otro aspecto mas, la presente invencion se refiere a un agente de deteccion especifico para el polipéptido
receptor CCR6 soluble aislado segun la invencion para uso en la deteccion de una enfermedad pulmonar intersticial
0 un cancer en una muestra de un sujeto.

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona un polipéptido aislado que comprende o consiste en una
secuencia de aminoacidos que se selecciona del grupo que consiste en:

(a) una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de al menos el 80 % con la secuencia segun
laSEQIDNO.: 9,22023;y

(b) un fragmento de la secuencia de aminoacidos segun (a);
en el que dicho polipéptido aislado es capaz de unirse e inhibir la actividad del receptor CCR6.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un polinucledtido aislado que codifica un polipéptido segun la
invencion.

En otro aspecto mas, la presente invencién se refiere a un método para identificar un compuesto capaz de inhibir la
actividad del receptor CCRG, en el que el método comprende las etapas de:

(a) poner en contacto un receptor CCR6 con un compuesto experimental;

(b) afadir un agonista del receptor CCR6, en el que dicho agonista es un polipéptido que comprende o
consiste en una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de al menos el 80 % con la
secuencia segun la SEQ ID NO.: 50 la SEQ ID NO.: 18;

(c) determinar la actividad de dicho receptor CCRG; y

(d) seleccionar dicho compuesto experimental como el compuesto capaz de inhibir la actividad del receptor
CCREG, si la actividad del receptor CCR6 determinada en (c) es inferior a la actividad del receptor CCR6
determinada en un control.

En un aspecto adicional, la presente invencién se refiere a un método para detectar una enfermedad pulmonar
intersticial o un cancer en un sujeto, que comprende la etapa de determinar el nivel de expresion del gen CCR6 en
una muestra de dicho sujeto.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona una composicién farmacéutica que comprende un compuesto
capaz de inhibir la actividad y/o la expresion del receptor CCR6.

En otro aspecto mas, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica segun la invencion para uso
en el tratamiento o la prevencion de una enfermedad pulmonar intersticial y/o un cancer.

En un aspecto adicional, la presente invencién también se refiere al uso de un compuesto capaz de inhibir la
actividad y/o expresion del receptor CCR6 o de una composicion farmacéutica segun la invencion para fabricar un
medicamento para tratar o prevenir una enfermedad pulmonar intersticial y/o un cancer.

Leyendas de las figuras:

Figura 1. Expresion del ARNm del CCR®6 en diferentes lineas de fibroblastos de pacientes con carcinoma escamoso
(n=3), NIl (n=2) y NIU (n =3). La expresion del CCR6 se normaliz6é usando el gen de referencia gliceraldehido-3-
fosfato-deshidrogenasa (GAPdH).

Figura 2. Analisis de la expresién del CCR6 en distintas lineas de fibroblastos de pacientes con NIU (graficas
superior, izquierda y media), NIl (grafica superior derecha), y carcinoma escamoso (CAR. ESQ.; graficas inferiores).

Figura 3. En el pulmén de control no se expresa CCR6 (A), sin embargo, en el pulmon fibrético, la exprexion de
CCRG6 se puede encontrar en la superficie apical de las células epiteliales de los alvéolos (B y C, puntas de flecha) y
en los fibroblastos (C, flechas) (aumento: A: x100, B: x200, C: x400).

Figura 4. Sin estimulacion (Sin est.) La liberacion del FGF2 es mayor en los fibroblastos del pulmon fibrotico (gris,
n =6 (NIU n =3, sarcoidosis n =1, NIl n =1, indefinido n = 1)) que en los fibroblastos de pulmén no fibrético (gris
claro, "Contr.", n =6). La CCL18 induce un importante aumento de la liberacion del FGF2 en los fibroblastos de
pulmon fibrético pero el aumento es minimo en los fibroblastos de pulmén no fibrético. El bloqueo de la CCR6 con un
anticuerpo bloqueante inhibe el aumento de la liberacién del FGF2 inducido por la CCL18. También en este caso el
efecto solo se observa en los fibroblastos de pulmén fibrético.

Figura 5. Expresion del ARNm del colageno | inducida por la CCL18 en tres de las cuatro lineas de fibroblastos de
pulmén humano analizadas (grafica superior) y expresion del ARNm de la actina alfa de musculo liso (aSMA) en
todas ellas (grafica inferior) (en la ordenada se indican los nombres de las lineas). Los anticuerpos anti-CCR6
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bloquean la expresion del ARNm del colageno | y la expresion del ARNm de la actina alfa de musculo liso (aSMA)
(Er = expresion relativa).

Figura 6.La linea de células epiteliales de alvéolo de rata transformadas RLE-6TN sufre transicion epitelio-
mesénquima (TEM) tras la estimulacion con TGFB o CCL18. Las flechas indican las células fibroblastoides. Periodo
de cultivo = 6 dias.

Figura 7. Analisis por Western blot de la expresién de la vimentina y la aSMA en células cultivadas durante 6 dias sin
estimulacion o en presencia de TGFB, TGFB+TNFa, CCL18, o CCL18+TNFa.

Figura 8. La inmunorreactividad por aSMA se analizé por inmunofluorescencia el dia 6. Las células RLE-6TN no se
estimularon (A) o se estimularon con (B) TGFB+TNFa, (C) CCL18 (D) o CCL18+TNFa. Los nucleos muestran tincion
con DAPI. la aSMA solo es visible en la imagen B y revela la forma tipica de los fibroblastos (puntas de flecha). Por
el contrario, en las imagenes C y D solo se observan los nucleos.

Figura 9. La inmunorreactividad del CD90 se determind por inmunofluorescencia el dia 6. Las células RLE-6TN no
se estimularon (A) o se estimularon con TGFB+TNFa (B), CCL18 (C). Los nucleos se tifieron con ToPro3. Las
células no estimuladas no expresan el CD90 y solo es visible el nucleo. Por el contrario, las células estimuladas con
TGFB+TNFa y CCL18 expresan el CD90 como se demuestra al revelarse la forma de la célula.

Figura 10. Se observa la expresion de la aSMA inducida por la CCL18 en las células RLE-6TN transfectadas con
CCR®, pero no en las células con transfeccién simulada. Por el contrario, el TGFf induce la expresion de la aSMA
en ambas lineas celulares.

Figura 11. Se estimularon AECII primarias humanas 12 dias con TGF+TNFa o CCL18 en ausencia o en presencia
de TNFa. El lisado celular completo se separé6 mediante SDS-PAGE al 10 % y se analizd6 por Western blot. Las
células no estimuladas expresan una cantidad minima de actina a de musculo liso (aSMA) y nada de vimentina. La
estimulacion con TGFB+TNFa y CCL18 sola o combinada con TNFa aumenta mucho el nivel de ambas moléculas.
Es interesante destacar que la citoqueratina disminuye en presencia de TGFBR+TNFa pero se mantiene con la
CCL18 sola o combinada con TNFa.

Figura 12. Expresion del CCR6 en las células mononucleares de sangre periférica después de 7 dias de cultivo en
presencia o ausencia de fitohemaglutinina (PHA; 5 ug/ml). Las preparaciones celulares se clasificaron como de
expresion "alta" o "baja" del CCR6 segun su expresion inicial del CCR6. Después del periodo de cultivo, las
preparaciones no estimuladas no cambiaron el patrén de expresion del CCR6. Por el contrario, la estimulaciéon con
PHA redujo la expresion del CCR6 en el grupo de expresion alta pero aumentd la expresion en el grupo de
expresion baja.

Figura 13. Disminucion de la expresion del receptor CCR6 después de 20 minutos de incubaciéon con CCL18
(10 ng/ml). La incubacién con CCL18 provoca un notable descenso de la expresion del CCR6 en la superficie. Este
efecto lo provoca la internalizacion de los receptores después de la interaccion entre ligando y receptor.

Figura 14. Analisis por FACS de la disminucion de la expresién del CCR6 inducida por la CCL18 en linfocitos
humanos y su inhibicion por el inhibidor PS-AU-1015 (polipéptido segun la SEQ ID NO: 9). Una subpoblacion de
linfocitos humanos recién aislados expresa el receptor de quimiocinas CCR6 que se visualiza como un pico mas bajo
a la derecha del pico principal (control positivo). La incubacién con CCL18 (10 ng/ml) durante 20 minutos reduce
notablemente el pico (solo CCL18). Al incubar las células con CCL18 (10 ng/ml) en presencia del inhibidor PS-AU-
1015 (SEQ ID NO: 9; 100 ng/ml) no se observa esta reduccion (CCL18 + inhibidor). Con el inhibidor solo no se
observan efectos.

Figura 15. Tincién del CCR6 en cortes de pulmén: pulmon de control (A) y dos pulmones con adenocarcinoma (B, C).
No se observa tincion en el pulmén de control pero las células del tumor son positivas para el CCR6 (color rojo,
flechas).

Figura 16. Expresion del CCR6 en la superficie de las células de adenocarcinoma de pulmén (graficas superiores) y
de las células de mesotelioma pleural (graficas inferiores). El pico de la izquierda indica el control de isotipo, el pico
de la derecha indica la expresion del CCR6. Dos de las tres lineas celulares de adenocarcinoma y todas las lineas
celulares de mesotelioma pleural muestran una marcada expresion del CCRG6.

Figura 17. Listado de los cebadores utilizados para la PCR.

Figura 18. Analisis por Western blot del suero de voluntarios sanos que hicieron de controles (n = 3; carriles 1-3) y
de pacientes con fibrosis (NIU) (n = 3; carriles 4-6) (A). Al margen de la grafica se incluyen los tamafios moleculares.
(C = control; M = marcador de proteina). Analisis densitométrico de las Western blots (B).

Figura 19. Analisis del suero de control de voluntarios sanos (n = 9) y de pacientes con fibrosis (NIU, n = 19).
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Figura 20. Deteccion del bloqueo del CCR6 soluble (sCCR6) por ELISA usando los ligandos del CCR6 CCL18 y
CCL20 (100 ng/ml cada uno) durante 1 h. Las concentraciones bajas y medias quedan totalmente bloqueadas,
mientras que la concentracion alta se reduce un tercio. Los sueros 1, 2 y 3 son los de los voluntarios sanos.

Figura 21. Porcentaje de linfocitos del lavado broncoalveolar de los controles sCCR6 positivos y sCCR6 negativos y
los pacientes (NIU). El porcentaje de linfocitos aumenta significativamente en los pacientes positivos para sCCR6 en
suero. Este efecto es menos pronunciado en los controles (no significativo).

Figura 22. Porcentaje de linfocitos CD3"y HLA-DR®, células NK y células dendritcas CD1a" en el lavado
broncoalveolar de pacientes (NIU) sCCR6 positivos y sSCCR6 negativos.

Figura 23. El nivel sérico de CCL18 de todos los grupos de pacientes fue significativamente mayor que el de los
controles.

Figura 24. El nivel medio de CCL18 en todos los estadios T fue significativamente mayor que en los controles
(p <0,0002). Ademas, se observéd una diferencia significativa entre los grupos de pacientes con los estadios mas
bajos y con los dos mas altos.

Figura 25. Determinacion del punto de corte de la curva de la caracteristica operativa del receptor (ROC, izquierda) y
graficas en funcion del valor de criterio (derecha). El analisis ROC reveld un punto de corte de 83 ng/ml que permite
diferenciar a los controles de los pacientes con tumores. La grafica del criterio reveld un punto de corte de 160 ng/ml
para el criterio de muerte dentro del periodo de observacion.

Figura 26. Analisis por Kaplan-Meier del tiempo de supervivencia de los pacientes con CPNM en funcién del nivel
sérico de CCL18.

Figura 27. Analisis por Kaplan-Meier del tiempo de supervivencia de los pacientes con adenocarcinoma en funcion
del nivel sérico de CCL18.

Figura 28. En el subgrupo de pacientes con adenocarcinoma, el estadio N medio del grupo con el nivel sérico de
CCL18 mas alto es significativamente mayor que en el subgrupo con un nivel sérico de CCL18 normal.

Figura 29. La CCL18 aumenta la expresion de la FSP1 en las células de adenocarcinoma (A549). El TGFb se uso a
2 ng/ml. La expresion se determind por gqPCR después de 72 h de cultivo. (C = células no estimuladas).

Figura 30. La CCL18 induce la expresion de snail en las células de adenocarcinoma (A549). EI TGFb se usé a
2 ng/ml. La expresion se determind por Western blot después de 72 h de cultivo. (C = células no estimuladas).

Figura 31. La CCL18 reduce la expresion de la E-cadherina en las células de adenocarcinoma (A549). El TGFb se
uso a 2 ng/ml. La expresion se determin6 por gPCR después de 72 h de cultivo. (C = células no estimuladas).

Figura 32. Porcentaje de fibroblastos positivos para el CCR6 en lineas de fibroblastos procedentes del pulmén de
pacientes con diferentes tumores.

Figura 33. Lista de secuencias SEQ ID NO: 1 a9y SEQ ID NO: 18-27.
Descripcion detallada de la invencién

Antes de pasar a describir la presente invencién en detalle, debe entenderse que esta invencién no se limita a la
metodologia, protocolos y reactivos especificos recogidos en la presente memoria, ya que estos pueden variar.
También debe entenderse que la terminologia que se usa en la presente memoria Unicamente se emplea para
describir realizaciones particulares y no se pretende que limite el alcance de la presente invencion que estara
limitado solo por las reivindicaciones anexas. Salvo que se defina de forma diferente, todos los términos técnicos y
cientificos que se usan en la presente memoria tienen el mismo significado que normalmente entiende una persona
se experiencia ordinaria en la técnica.

Se presentan las siguientes definiciones. Como se emplea en esta memoria descriptiva y en las reivindicaciones
pretendidas, las formas singulares "un" y "una" también incluyen los plurales respectivos a no ser que el contexto
indique claramente lo contrario.

Debe entenderse que el término "comprende", y variaciones como "comprenden" y "que comprende” no es limitante.
Para los fines de la presente invencion, la expresion "consiste en" se considera como realizacion preferida de la
expresion "que comprende”.

Si a continuacion se define un grupo que comprende al menos un cierto nimero de realizaciones, se pretende que
también englobe un grupo que preferiblemente consiste solo en estas realizaciones.
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El término "aproximadamente" en el contexto de la presente invencion denota un intervalo de precision que un
experto en la técnica entendera que sigue procurando el efecto técnico de la caracteristica en cuestion. El término
normalmente engloba una desviacién a partir de la cifra indicada de £ 10 % y preferiblemente de + 5 %.

La determinacion de la identidad porcentual entre dos secuencias, preferiblemente se realiza usando el algoritmo
matematico de Karlin y Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci USA 90: 5873-5877. Dicho algoritmo esta incorporado, p.
€j., en los programas BLASTn y BLASTp de Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-410 disponibles en el NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi).

La determinacion de la identidad porcentual preferiblemente se realiza con los parametros estandar de los
programas BLASTn y BLASTp.

Las busquedas de polinucleétidos en BLAST preferiblemente se realizan con el programa BLASTnh.

Para los parametros generales, el recuadro "Max Target Sequences" se debe ajustar a 100, marcando el recuadro
"Short queries”, el recuadro "Expect threshold" se debe ajustar a 10 y el recuadro "Word Size" a 28. Para los
parametros de la puntuacion, las "Match/mismatch Scores" deben ajustarse a 1,-2 y el recuadro "Gap Costs"
ponerse en lineal. En los "Filters" y "Masking parameters", no se debe marcar el recuadro "Low complexity regions",
ni el recuadro "Species-specific repeats”, ni el "Mask lower case letters" pero si el "Mask for lookup table only".

Las busquedas de proteinas en BLAST preferiblemente se realizan con el programa BLASTn.

Para los parametros generales, el recuadro "Max Target Sequences" debe ajustarse a 100, marcando el recuadro
"Short queries", el recuadro "Expect threshold" debe ajustarse a 10 y el recuadro "Word Size" a "3". Para los
parametros de la puntuacion, el recuadro "Matrix" debe ajustarse a "BLOSUM62", el recuadro de "Gap Costs" a
"Existence: 11 Extension:1"y el recuadro de "Compositional adjustments" a "Conditional compositional score matrix
adjustment”. En los "Filters" y "Masking parameters", no se debe marcar el recuadro "Low complexity regions"”, ni el
recuadro "Mask for lookup table only", ni el "Mask lower case letters".

La identidad porcentual se determina para la longitud completa de la secuencia de referencia respectiva, es decir,
para toda la longitud de la secuencia segun la SEQ ID NO o las SEQ ID NO citadas en el contexto respectivo. Por
ejemplo, una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de al menos el 80 % con la secuencia segun la
SEQ ID NO.: 1 presenta una identidad de al menos el 80 % con la SEQ ID NO.: 1 en la longitud completa de la SEQ
ID NO.: 1. En otro ejemplo, una secuencia que presenta una identidad de al menos el 80 % con la secuencia segun
la SEQ ID NO.: 8 presenta una identidad de al menos el 80 % con la SEQ ID NO.: 8 en la longitud completa de la
SEQ ID NO.: 8.

El término "sujeto" como se emplea en la presente memoria se refiere a un humano o a un animal, preferiblemente
un mamifero, tal como, p. €j., primates no humanos, ratones, ratas, conejos, cobayas, perros, gatos, bovinos,
caballos, ovejas, cerdos, cabras y similares. Preferiblemente un "sujeto” en el contexto de la presente invencion es
un humano.

Las expresiones "receptor de quimiocinas CCR6" o "receptor CCR6", "ligando de la quimiocina 18" o "CCL18"
y"ligando de la quimiocina 20" o "CCL20" que se mencionan en el contexto de la presente invenciéon son conocidas
en la técnica. Por tanto, la persona de experiencia ordinaria en la técnica podra recuperar facilmente las secuencias
de polinucledtidos y aminoacidos del receptor CCR6, de la CCL18 y de la CCL20 y sus isoformas ortélogas y de
splicing alternativo de cualquier base de datos publica adecuada tal como, p. €j., la base de datos del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/). Los términos "receptor CCR6" y "CCR6" se usan indistintamente en la
presente memoria.

El "receptor CCR6", la "CCL18" y la "CCL20" como se menciona en el contexto de la presente invencién son
preferiblemente el receptor CCR6, la CCL18 y la CCL20 humanos, lo mas preferiblemente el receptor CCR6 humano
y la CCL18 humana o la CCL20 humana. El receptor CCR6 humano se puede encontrar, p. €j., en la base de datos
del NCBI con el numero de acceso NM_004367,5 (variante de transcrito 1; SEQ ID NO.: 3) o NM_031409,3 (variante
de transcrito 2; SEQ ID NO.: 4). La CCL18 humana se puede encontrar, p. €j., en la base de datos del NCBI con el
numero de acceso NM_002988,2 (SEQ ID NO.: 5). La CCL20 humana se puede encontrar, p. €j., en la base de
datos del NCBI con el nimero de acceso NM_004591,2 (variante de trascrito 1; SEQ ID NO.: 6) o NM_001130046,1
(variante de trascrito 2; SEQ ID NO.: 7).

El receptor CCR6 a veces también se denomina CD196. La CCL18 a veces también se denomina quimiocina
pulmonar y de activacion regulada (PARC), quimiocina CC alternativa asociada a la activacion de macréfagos 1
(AMAC-1), proteina inflamatoria de macréfagos-4 (MIP-4) o quimiocina derivada de dendritas (DCCK1). Los términos
"FPI" (fibrosis pulmonar idiopatica) y "NIU" (neumonia intersticial usual) se usan de forma sinénima en la presente
memoria.

Los autores de la presente invencion sorprendentemente encontraron que la CCL18 es un ligando/un agonista del
receptor CCR6, miembro de la familia de los receptores de quimiocinas acoplados a proteinas G con siete dominios
transmembrana. Ademas, los autores sorprendentemente encontraron un polipéptido receptor CCR6 soluble que se
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encuentra en el suero de los voluntarios humanos sanos pero que no se encuentra, o solo en cantidades menores,
en el suero de los pacientes humanos que padecen FPI. Los autores también encontraron un polipéptido receptor
CCRG6 soluble aislado que se puede usar en tratamiento, especialmente en el tratamiento de una enfermedad
pulmonar intersticial o un cancer. Los autores también encontraron sorprendentemente que los inhibidores de la
actividad del receptor CCR6 pueden emplearse para el tratamiento de una enfermedad pulmonar intersticial o un
cancer.

Por tanto, en un aspecto la presente invencion se refiere a un polipéptido receptor CCR6 soluble aislado que
comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos que se selecciona del grupo que consiste en:

(a) una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de al menos el 80 % con la secuencia segun
laSEQIDNO.: 1;y

(b) un fragmento de la secuencia de aminoacidos segun (a);
en el que dicho polipéptido receptor CCR6 soluble aislado es capaz de unirse a la CCL18 y/o la CCL20.

En una realizacion preferida, el polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la invencién comprende ademas
una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de al menos el 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o0 98 % con la
secuencia segun la SEQ ID NO.: 2 o un fragmento de la misma. En una realizacion particularmente preferida, el
polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la invencién comprende ademas una secuencia de aminoacidos,
que presenta una identidad de al menos el 95 % con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 2 o un fragmento de la
misma. En otra realizacion particularmente preferida, el polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la
invencion comprende ademas la secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO.: 2 o un fragmento de la misma. En
otra realizacion preferida, el polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la invencion comprende o consiste en
una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de al menos el 80 % con la secuencia segun la SEQ ID
NO.: 1 o un fragmento de la misma y una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de al menos el
80 % con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 2 o un fragmento de la misma. En otra realizacién preferida adicional,
el polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la invencion comprende o consiste en una secuencia de
aminoacidos que presenta una identidad de al menos el 90 % con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 1 o un
fragmento de la misma y una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de al menos el 90% con la
secuencia segun la SEQ ID NO.: 2 o un fragmento de la misma. En otra realizacion preferida mas, el polipéptido
receptor CCR6 soluble aislado segun la invencion comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos que
presenta una identidad de al menos el 95% con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 1 o un fragmento de la misma y
una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de al menos el 95% con la secuencia segun la SEQ ID
NO.: 2 o un fragmento de la misma.

En otra realizacion preferida, el polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la invencion comprende o consiste
en una secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO.: 1 o un fragmento de la misma y una secuencia de
aminodcidos segun la SEQ ID NO.: 2 o un fragmento de la misma.

Preferiblemente, la CCL18 y/o la CCL20 son la CCL18 humana y/o la CCL20 humana. Lo mas preferiblemente dicha
CCL18 es un polipéptido segun la SEQ ID NO.: 18 y dicha CCL20 es un polipéptido segun la SEQ ID NO.: 19.

El término "aislado" en el contexto de la presente invencion indica que un polipéptido o polinucleétido ha sido
extraido de su entorno natural y/o se presenta en una forma que no se encuentra en la naturaleza. Un polipéptido
"aislado" o un polinucledétido "aislado" también puede ser un polipéptido o polinucleétido que se ha generado in vitro.

La expresion "polipéptido receptor CCR6 soluble aislado", como se emplea en la presente memoria, pretende
diferenciar al polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la invencién de los polipéptidos receptores unidos a la
membrana, tales como, p. €j., el receptor CCR6 unido a la membrana. Por ejemplo, en el contexto de la presente
invencion todo polipéptido receptor CCR6 soluble que existe de manera natural que, en condiciones enddgenas,
esté disuelto en un fluido corporal de un sujeto (tal como, p. €j., suero, plasma, lavado broncoalveolar, derrame
pleural, esputo, saliva u orina) y que no esté integrado o unido a una membrana celular se considera "soluble".

Asi, en un ejemplo, el polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la invencion puede ser un polipéptido
receptor CCR6 soluble que existe de manera natural que haya sido aislado de una muestra de un sujeto.

En otro ejemplo, un polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la invenciéon también puede ser un polipéptido
recombinante que se ha generado in vitro y que es abundantemente soluble en soluciones acuosas, tales como, p.
€j., soluciones acuosas fisioldgicas, preferiblemente en suero, plasma, lavado broncoalveolar, derrame pleural,
esputo, saliva u orina. Lo mas preferiblemente en suero.

En una realizacién preferida, el polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la invencién es al menos 50 %,
preferiblemente al menos 60 %, mas preferiblemente al menos 70 %, mas preferiblemente al menos 75 %, mas
preferiblemente al menos 80 %, mas preferiblemente al menos 85 % o lo mas preferiblemente al menos 90 %
soluble en una solucién acuosa, preferiblemente en suero, plasma, lavado broncoalveolar, derrame pleural, esputo,
saliva u orina. En una realizacién particularmente preferida, el polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la
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invencion es al menos 75 % soluble en una solucidon acuosa, preferiblemente en suero, plasma, lavado
broncoalveolar, derrame pleural, esputo, saliva u orina. Para determinar la solubilidad porcentual de un polipéptido
CCRG6 soluble aislado segun la invencion, el experto en la técnica, p. €j., puede centrifugar una muestra que contiene
dicho polipéptido y posteriormente medir la cantidad de polipéptido presente en el sobrenadante y la cantidad total
de polipéptido presente en la muestra. Entonces puede calcularse la solubilidad porcentual en términos de
porcentaje de la cantidad de polipéptido presente en el sobrenadante respecto a la cantidad total de polipéptido en la
muestra antes de centrifugar.

En una realizacion preferida, la solubilidad del polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la invencién en las
soluciones acuosas mencionadas anteriormente no requiere la adicion de detergentes. En otra realizacion preferida,
el polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la invenciéon no comprende un dominio transmembrana.

En una realizacion preferida, la secuencia de aminoacidos segun (a) presenta una identidad de al menos el 85 %,
mas preferiblemente al menos el 91 %, incluso mas preferiblemente al menos el 92 %, incluso mas preferiblemente
al menos el 93 %, incluso mas preferiblemente al menos el 94 %, incluso mas preferiblemente al menos el 95 %,
incluso mas preferiblemente al menos el 96 %, incluso mas preferiblemente al menos el 97 %, incluso mas
preferiblemente al menos el 98 % o incluso mas preferiblemente al menos el 99 % con la secuencia segun la SEQ ID
NO.: 1.

En una realizacion particularmente preferida, la secuencia de aminoacidos segun (a) presenta una identidad del
90 %, 95 % o0 100 % con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 1.

En ofra realizacion particularmente preferida, la secuencia de aminoacidos segun (a) es la secuencia segun la SEQ
ID NO.: 1. Si el polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la invencion consiste en una secuencia de
aminoacidos segun la SEQ ID NO.: 1, el polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la invencion
preferiblemente tiene una longitud de 48 aminoacidos.

En otra realizacion preferida, en la secuencia de aminoacidos segun (a) no se han cambiado (es decir, eliminado,
insertado, modificado y/o sustituido por otros aminoacidos) mas de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 aminoacidos de la
secuencia segun la SEQ ID NO:1 .

Una sustitucion en una secuencia de aminoacidos segun la invencion puede ser una sustitucion conservadora o no
conservadora, preferiblemente es una sustitucion conservadora. En algunas realizaciones, una sustitucion también
incluye la sustitucion de un aminoacido que existe de manera natural por un aminoacido no que existe de manera
natural. Una sustitucion conservadora comprende la sustitucién de un aminoacido por otro aminoacido que tiene
unas propiedades quimicas similares a las del aminoacido que sustituye. Preferiblemente, la sustitucion
conservadora es una sustitucion que se selecciona del grupo que consiste en:

(i) una sustitucion de un aminoacido basico por otro aminoacido basico diferente;

(i) una sustitucion de un aminoacido acido por otro aminoacido acido diferente;

(iii) una sustitucion de un aminoacido aromatico por otro aminoacido aromatico diferente;

(iv) una sustitucion de un aminoacido alifatico no polar por otro aminoacido alifatico no polar diferente; y
(v) una sustitucion de un aminoacido polar no cargado por otro aminoacido polar no cargado diferente.

Un aminoacido basico se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en arginina, histidina y lisina. Un
aminoacido acido, es preferiblemente aspartato o glutamato.

Un aminoacido aromatico se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en fenilalanina, tirosina y triptéfano.
Un aminoacido alifatico no polar se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en glicina, alanina, valina,
leucina, metionina e isoleucina. Un aminodacido polar no cargado se selecciona preferiblemente del grupo que
consiste en serina, treonina, cisteina, prolina, asparagina y glutamina. Al contrario que la sustitucién conservadora
de un aminoacido, una sustitucién no conservadora de un aminoacido es la sustitucién de un aminoacido por
cualquier aminoacido que no esté incluida en las sustituciones conservadoras definidas anteriormente en (i) a (v).

Los aminoacidos del polipéptido CCR6 soluble aislado segun la invencién también pueden estar modificados, p. €j.,
quimicamente modificados. Por ejemplo, la cadena lateral o el extremo amino o carboxi libre de un aminoacido de la
proteina se puede modificar, p. €j., por glucosilacion, amidacioén, fosforilacion, ubiquitinacion, etc. Para aumentar la
estabilidad intracelular y/o para reducir la respuesta inmunitaria de un sujeto al polipéptido CCR6 soluble aislado
segun la invencion, el polipéptido CCR6 soluble aislado segun la invencion, puede modificarse, p.gj., por acetilacion,
PEGilacion, amidacion o incorporacion de un D-aminoacido.

En una realizacion preferida, la secuencia de aminoacidos segun (a) comprende 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 25, al menos 30, al menos 35, al menos 40 o al menos 45 aminoacidos
consecutivos de la secuencia segun la SEQ ID NO.: 1. En una realizacion particularmente preferida, la secuencia de
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aminoacidos segun (a) comprende al menos 8, al menos 15, al menos 20, al menos 30 o al menos 40 aminoacidos
de la secuencia segun la SEQ ID NO.: 1.

En otra realizacién preferida, la secuencia de aminoacidos segun (a) presenta una identidad de al menos el 80 %,
preferiblemente al menos el 85 %, mas preferiblemente al menos el 90 %, mas preferiblemente al menos el 91 %,
mas preferiblemente al menos el 92 %, mas preferiblemente al menos el 93 %, mas preferiblemente al menos el
94 %, mas preferiblemente al menos el 95 %, mas preferiblemente al menos el 96 %, mas preferiblemente al menos
el 97 %, mas preferiblemente al menos el 98 %, incluso mas preferiblemente al menos el 99% o lo mas
preferiblemente el 100 % con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 1 y comprende al menos 8, mas preferiblemente al
menos 12, mas preferiblemente al menos 15, mas preferiblemente al menos 20, mas preferiblemente al menos 25,
mas preferiblemente al menos 30, mas preferiblemente al menos 35, mas preferiblemente al menos 40 y lo mas
preferiblemente al menos 45 aminoacidos consecutivos de la secuencia segun la SEQ ID NO.: 1.

En otra realizacion preferida adicional, la secuencia de aminoacidos segun (a) presenta una identidad de al menos el
95 % o al menos el 98 % con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 1 y comprende al menos 20, al menos 25, al
menos 30 o al menos 40 aminoacidos consecutivos de la secuencia segun la SEQ ID NO.: 1. En la realizacion mas
preferida, la secuencia de aminoacidos segun (a) presenta una identidad de al menos el 95 % con la secuencia
segun la SEQ ID NO.: 1 y comprende al menos 20 aminoacidos consecutivos de la secuencia segun la SEQ ID NO.:
1 o presenta una identidad de al menos el 98 % con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 1 y comprende al menos 25
aminoacidos consecutivos de la secuencia segun la SEQ ID NO.: 1.

En una realizacion preferida, el polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la invencién tiene una longitud de
menos de 3000 aminoacidos, preferiblemente menos de 2000 aminoacidos, mas preferiblemente menos de 1000
aminoacidos, mas preferiblemente menos de 500 aminoacidos, mas preferiblemente menos de 300 aminoacidos,
mas preferiblemente menos de 200 aminoacidos, mas preferiblemente menos de 100 aminoacidos o lo mas
preferiblemente menos de 80 aminoacidos.

En oftra realizacion preferida, el polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la invencion tiene una longitud de
entre al menos 8 y al menos 3000 aminoacidos, preferiblemente entre al menos 8 y al menos 2000 aminoacidos,
mas preferiblemente entre al menos 8 y al menos 1000 aminoacidos, mas preferiblemente entre al menos 8 y 500
aminoacidos, mas preferiblemente entre al menos 8 y 300 aminoacidos, mas preferiblemente entre al menos 8 y 200
aminoacidos, e incluso mas preferiblemente entre al menos 8 y 100 aminoacidos o entre al menos 8 y 80
aminoacidos.

En oftra realizacion preferida, el polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la invencion tiene una longitud de
entre al menos 20 y al menos 3000 aminoacidos, preferiblemente entre al menos 20 y al menos 2000 aminoacidos,
mas preferiblemente entre al menos 20 y al menos 1000 aminoacidos, mas preferiblemente entre al menos 20 y 500
aminoacidos, mas preferiblemente entre al menos 20 y 300 aminoacidos, mas preferiblemente entre al menos 20 y
200 aminoacidos, e incluso mas preferiblemente entre al menos 20 y 100 aminoacidos o entre al menos 20 y 80
aminoacidos. En ofra realizacion preferida, el polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la invencion tiene una
longitud de entre al menos 30 y al menos 3000 aminoacidos, preferiblemente entre al menos 30 y al menos 2000
aminoacidos, mas preferiblemente entre al menos 30 y al menos 1000 aminoacidos, mas preferiblemente entre al
menos 30 y 500 aminoacidos, mas preferiblemente entre al menos 30 y 300 aminoacidos, mas preferiblemente entre
al menos 30 y 200 aminoacidos, e incluso mas preferiblemente entre al menos 30 y 100 aminoacidos o entre al
menos 30 y 80 aminoacidos.

En oftra realizacion preferida, el polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la invencion tiene una longitud de
entre al menos 40 y al menos 3000 aminoacidos, preferiblemente entre al menos 40 y al menos 2000 aminoacidos,
mas preferiblemente entre al menos 40 y al menos 1000 aminoacidos, mas preferiblemente entre al menos 40 y 500
aminoacidos, mas preferiblemente entre al menos 40 y 300 aminoacidos, mas preferiblemente entre al menos 40 y
200 aminoacidos, e incluso mas preferiblemente entre al menos 40 y 100 aminoacidos o entre al menos 40 y 80
aminoacidos. En otra realizacion preferida adicional, el polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la invencion
tiene una longitud de entre al menos 50 y al menos 3000 aminoacidos, preferiblemente entre al menos 50 y al
menos 2000 aminoacidos, mas preferiblemente entre al menos 50 y al menos 1000 aminoacidos, mas
preferiblemente entre al menos 50 y 500 aminoacidos, mas preferiblemente entre al menos 50 y 300 aminoacidos,
mas preferiblemente entre al menos 50 y 200 aminoacidos, e incluso mas preferiblemente entre al menos 50 y 100
aminoacidos o entre al menos 50 y 80 aminoacidos. En una realizacidon particularmente preferida, el polipéptido
receptor CCR6 soluble aislado segun la invencion tiene una longitud de entre al menos 20 y al menos 500
aminoacidos.

En oftra realizacion preferida, el polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la invencion tiene una longitud de
al menos 8, mas preferiblemente al menos 10, mas preferiblemente al menos 20, mas preferiblemente al menos 30,
mas preferiblemente al menos 40, mas preferiblemente al menos 45 e incluso mas preferiblemente al menos 48
aminoacidos. En una realizacion particularmente preferida, el polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la
invencion tiene una longitud de al menos 30, al menos 40 o al menos 48 aminoacidos. En una realizacion
particularmente preferida, el polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la invencion tiene una longitud de 48
aminoacidos.
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Un fragmento es habitualmente una porcién de la secuencia de aminoacidos a la que se refiere.

En una realizacion preferida, el fragmento segun (b) tiene 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
aminoacidos de longitud. En una realizacion preferida, el fragmento segun (b) tiene una longitud de al menos 10, al
menos 15 o al menos o al menos 20 aminoacidos. En una realizacion particularmente preferida, el fragmento segun
(b) tiene una longitud de al menos 15 aminoacidos, mas preferiblemente al menos 20, mas preferiblemente al menos
30 o lo mas preferiblemente al menos 40 aminoacidos. En otra realizacion particularmente preferida, el fragmento
segun (b) tiene una longitud de al menos 40 aminoacidos.

La capacidad de un polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la invencion de unirse a la CCL18 y/o la
CCL20 puede determinarse mediante cualquier método adecuado conocido por el experto en la técnica. Por ejemplo,
el experto en la técnica puede determinar si un polipéptido receptor CCR6 soluble segun la invencién es capaz de
unirse a la CCL18 y/o la CCL20 usando un sistema de doble hibrido en levadura o un ensayo bioquimico tal como
p.ej. un ensayo de inmunoprecipitacion, un ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), un ensayo de
union a radioligandos cuantitativo, un ensayo de resonancia de plasmones o cualquier otro método conocido por el
experto en la técnica. A la hora de utilizar ensayos de inmunoprecipitacion o de resonancia de plasmones, es Uutil
fusionar al menos una de las proteinas a un marcador de afinidad tag como His-Tag, GST-Tag u otro, como es
conocido en la técnica de la bioquimica.

En una realizacion preferida, el polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la invencion es capaz de inhibir la
actividad de la CCL18 y/o la CCL20.

La expresion "inhibir la actividad de la CCL18 y/o la CCL20" como se emplea en la presente memoria quiere decir
reducir o anular la actividad de la CCL18 y/o la CCL20 mediante el polipéptido receptor CCR®6 soluble aislado segun
la invencion o cualquier otro compuesto capaz de inhibir la actividad de la CCL18 y/o la CCL20 descrito en la
presente memoria (tal como p.ej. un anticuerpo especifico para la CCL18 y/o la CCL20).

Por ejemplo, en una realizacion el polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la invencion, o cualquier otro
compuesto capaz de inhibir la actividad de la CCL18 y/o la CCL20 descrito en la presente memoria, al unirse a la
CCL18 y/o la CCL20 puede inhibir la interaccion de la CCL18 y/o la CCL20 con el receptor CCR6 unido a la
membrana, de tal forma que la CCL18 o la CCL20 no puedan activar dicho receptor. Asi, una inhibicién de la
actividad de la CCL18 y/o la CCL20 puede deberse, p.ej., a una inhibicion de la interaccion de la CCL18 y/o la
CCL20 con el receptor CCR6 unido a la membrana. En otra realizacion, el polipéptido receptor CCR6 soluble aislado
segun la invencion, o cualquier otro compuesto capaz de inhibir la actividad de la CCL18 y/o la CCL20 descrito en la
presente memoria, al unirse a la CCL18 y/o la CCL20 puede inhibir la actividad quimiotactica de la CCL18 y/o la
CCL20. En una realizacién preferida adicional, el polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la invencion o
cualquier otro compuesto capaz de inhibir la actividad de la CCL18 y/o la CCL20 descrito en la presente memoria al
unirse a la CCL18 y/o la CCL20 puede inhibir la interaccion de la CCL18 y/o la CCL20 con el receptor CCR6 unido a
la membrana y la actividad quimiotactica de la CCL18 y/o la CCL20. El polipéptido receptor CCR6 soluble aislado
segun la invencioén o cualquier otro compuesto capaz de inhibir la actividad de la CCL18 y/o la CCL20 descrito en la
presente memoria puede, p.ej., inhibir la actividad de la CCL18 y/o la CCL20 secuestrando dichas proteinas y
reduciendo asi su biodisponibilidad.

La capacidad del polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la invencion o de cualquier otro compuesto a
analizar de inhibir la actividad de los ligandos del receptor CCR6 CCL18 y/o CCL20 puede determinarse, p.€j.,
midiendo la actividad del receptor CCR6 unido a la membrana.

En un ejemplo, el experto en la técnica, p.ej., puede determinar la capacidad del polipéptido receptor CCR6 soluble
aislado segun la invencion o de cualquier otro compuesto a analizar de inhibir la actividad de la CCL18 y/o la CCL20
incubando células que expresan el receptor CCR6 unido a la membrana en presencia de la CCL18 o la CCL20, y en
presencia o ausencia del polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la invencién o de cualquier otro
compuesto a analizar y posteriormente lisar las células y analizar la fosforilacion de la ERK, una molécula situada
mas abajo en la via de sefializacién de CCR®6, por Western blot. En este ejemplo un nivel de fosforilacion de la ERK
en presencia del polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la invencion o de cualquier otro compuesto a
analizar menor que el nivel de fosforilaciéon de la ERK en ausencia del polipéptido receptor CCR6 soluble aislado
segun la invencion o de cualquier otro compuesto a analizar, indica que el polipéptido receptor CCR6 soluble aislado
segun la invencién o el otro compuesto analizado es capaz de inhibir la activacion del receptor CCR6 unido a la
membrana por la CCL18 y/o la CCL20. Un método para determinar la fosforilacion de la ERK por Western blot se
describe, p.ej., en Lin et al. J Proteome Res. 2010 ene; 9(1):283-97. En un ejemplo analogo, puede analizarse la
fosforilacion de otros efectores situados mas abajo del receptor CCR6 tales como, p.gj., las cinasas Akt, SAPK/JNK,
la fosfatidilinositol 3-cinasa o la fosfolipasa C para determinar si el polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun
la invencioén o cualquier otro compuesto a analizar es capaz de inhibir la actividad de la CCL18 y/o la CCL20.
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La capacidad del polipéptido CCR6 soluble aislado segun la invencidon o cualquier otro compuesto a analizar de
inhibir la actividad de la CCL18 y/o la CCL20 también puede determinarse, p.ej., midiendo la actividad quimiotactica
de la CCL18 y/o la CCL20.

La actividad quimiotactica de la CCL18 y/o la CCL20 puede determinarse, p.ej., realizando ensayos de quimiotaxis
en presencia o ausencia del polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la invencién o cualquier otro
compuesto a analizar. El experto en la técnica puede realizar, p.ej., un ensayo de quimiotaxis en camara. Un
ejemplo de este tipo de ensayo se describe, p.ej., en Christopherson et al. J Pharmacol Exp Ther. 2002
jul;302(1):290-5. La menor actividad quimiotactica de la CCL18 y/o la CCL20 en presencia del polipéptido receptor
CCRS6 soluble aislado segun la invencioén, o de otro compuesto a analizar, indica que el polipéptido receptor CCR6
soluble aislado segun la invencion o el otro compuesto analizado es capaz de inhibir la actividad quimiotactica de la
CCL18 y/o la CCL20.

Asimismo, la capacidad del polipéptido CCR6 soluble aislado segun la invencién, o de cualquier otro compuesto a
analizar, de inhibir la actividad de la CCL18 también puede determinarse, p.ej., midiendo la liberacion del FGF2
estimulada por la CCL18 o la induccion de colageno y/o a-SMA por la CCL18 en presencia de dicho polipéptido
CCRG6 soluble aislado u otro compuesto. En este ejemplo una inhibicion del aumento del nivel de FGF2 inducido por
la CCL18 y/o una inhibicién de la induccién de la expresion de colageno y/o de a-SMA mediada por la CCL18 en
presencia del polipéptido CCR6 soluble aislado o de otro compuesto a analizar relativas a un control, al que no se ha
afiadido el polipéptido CCR6 soluble aislado u otro compuesto, indica que el polipéptido CCR6 soluble aislado u otro
compuesto es capaz de inhibir la actividad de la CCL18. Ademas, para poder determinar la capacidad del polipéptido
CCRG6 soluble aislado segun la invencion o de cualquier otro compuesto a analizar de inhibir la actividad de la CCL18,
el experto en la técnica también puede determinar si estos compuestos reducen o anulan la induccién por la CCL18
de la transicion epitelio-mesénquima (TEM).

Como alternativa o ademas, se puede emplear cualquier otro método que sea adecuado para determinar la actividad
de la CCL18 y/o la CCL20 y que estén comprendidos en la técnica y sean conocidos por las personas de
experiencia ordinaria en la técnica.

El polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la invencion, o cualquier otro compuesto que sea capaz de
inhibir la actividad de la CCL18 y/o la CCL20, inhibira la actividad de la CCL18 y/o la CCL20 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 %,
mas 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 %
respecto a un control. En una realizacion preferida, el polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la invencion,
o cualquier otro compuesto que sea capaz de inhibir la actividad de la CCL18 y/o la CCL20, inhibe la actividad de la
CCL18 y/o la CCL20 al menos un 50 %, al menos un 60 % o al menos un 70 %. En otras realizaciones preferidas el
polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la invencion, o cualquier otro compuesto descrito en la presente
memoria que sea capaz de inhibir la actividad de la CCL18 y/o la CCL20, puede inhibir la actividad de la CCL18 y/o
la CCL20 un 100 %.

En otra realizacion preferida, el polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la invencién no comprende un
dominio transmembrana.

El término "dominio transmembrana" se usa en la presente memoria segun el significado convencional y conocido en
la técnica. Un dominio transmembrana puede ser, p.ej.,una porcion de una proteina que comprende un porcentaje
alto de restos de aminoacidos hidréfobos, no polares, tales como, p. €j., valina, leucina, isoleucina, tirosina,
fenilalanina o triptéfano, y que hace que una proteina atraviese una membrana bicapa lipidica. La expresion
"porcentaje alto de restos de aminoacidos hidréfobos, no polares" quiere decir que al menos el 50 %,
preferiblemente al menos el 60 %, mas preferiblemente al menos el 70 %, mas preferiblemente al menos el 80 %,
mas preferiblemente al menos el 90 %, lo mas preferiblemente al menos el 95 % o mas de los aminoacidos de un
dominio transmembrana son restos de aminoacidos hidréfobos, no polares.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un polinucleétido aislado que codifica el polipéptido receptor
CCRG6 soluble aislado segun la invencion.

En una realizacion preferida, el polinucledtido aislado segun la invencion tiene una longitud de menos de 9000
nucledtidos, menos de 8000 nucledtidos, menos de 7000 nucledtidos, menos de 6000 nucledtidos, menos de 5000
nucledtidos, menos de 4000 nucledtidos, menos de 3000 nucledtidos, menos de 2000 nucleétidos, menos de 1000
nucledtidos, menos de 500 nucleétidos o0 menos de 300 nucledtidos.

En una realizacion preferida adicional, el polinucledtido aislado segun la invencion tiene una longitud de entre al
menos 24 y 9000 nucledtidos, preferiblemente entre al menos 24 y 8000 nucledtidos, mas preferiblemente entre al
menos 24 y 7000 nucledtidos, mas preferiblemente entre al menos 24 y 6000 nucledtidos, mas preferiblemente entre
al menos 24 y 5000 nucledtidos, mas preferiblemente entre al menos 24 y 4000 nucledtidos, mas preferiblemente
entre al menos 24 y 3000 nucledtidos, mas preferiblemente entre al menos 24 y 2000 nucleétidos, mas
preferiblemente entre al menos 24 y 1000 nucledtidos o incluso mas preferiblemente entre al menos 24 y 500
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nucledtidos o incluso mas preferiblemente entre al menos 24 y 300 nucleétidos. En otra realizacion preferida, el
polinucledtido aislado segun la invencién tiene una longitud de entre al menos 60 y 9000 nucledtidos,
preferiblemente entre al menos 60 y 8000 nucledtidos, mas preferiblemente entre al menos 60 y 7000 nucledtidos,
mas preferiblemente entre al menos 60 y 6000 nucledtidos, mas preferiblemente entre al menos 60 y 5000
nucledtidos, mas preferiblemente entre al menos 60 y 4000 nucledtidos, mas preferiblemente entre al menos 60 y
3000 nucledtidos, mas preferiblemente entre al menos 60 y 2000 nucledtidos, mas preferiblemente entre al menos
60 y 1000 nucledtidos o incluso mas preferiblemente entre al menos 60 y 500 nucledtidos o incluso mas
preferiblemente entre al menos 60 y 300 nucleétidos. En otra realizacion preferida, el polinucleétido aislado segun la
invencion tiene una longitud de entre al menos 90 y 9000 nucledtidos, preferiblemente entre al menos 90 y 8000
nucledtidos, mas preferiblemente entre al menos 90 y 7000 nucledtidos, mas preferiblemente entre al menos 90 y
6000 nucledtidos, mas preferiblemente entre al menos 90 y 5000 nucledtidos, mas preferiblemente entre al menos
90 y 4000 nucledtidos, mas preferiblemente entre al menos 90 y 3000 nucledtidos, mas preferiblemente entre al
menos 90 y 2000 nucledtidos, mas preferiblemente entre al menos 90 y 1000 nucledtidos o incluso mas
preferiblemente entre al menos 90 y 500 nucledtidos o incluso mas preferiblemente entre al menos 90 y 300
nucledtidos. En otra realizacion preferida adicional, el polinucleétido aislado segun la invencion tiene una longitud de
entre al menos 120 y 9000 nucledtidos, preferiblemente entre al menos 120 y 8000 nucledtidos, mas preferiblemente
entre al menos 120 y 7000 nucledtidos, mas preferiblemente entre al menos 120 y 6000 nucledtidos, mas
preferiblemente entre al menos 120 y 5000 nucleétidos, mas preferiblemente entre al menos 120 y 4000 nucledtidos,
mas preferiblemente entre al menos 120 y 3000 nucledtidos, mas preferiblemente entre al menos 120 y 2000
nucledtidos, mas preferiblemente entre al menos 120 y 1000 nucledtidos o incluso mas preferiblemente entre al
menos 120 y 500 nucleétidos o incluso mas preferiblemente entre al menos 120 y 300 nucledtidos. En otra
realizacion preferida adicional, el polinucleétido aislado segun la invencion tiene una longitud de entre al menos 140
y 9000 nucleétidos, preferiblemente entre al menos 140 y 8000 nucledtidos, mas preferiblemente entre al menos 140
y 7000 nucledtidos, mas preferiblemente entre al menos 140 y 6000 nucleotidos, mas preferiblemente entre al
menos 140 y 5000 nucledtidos, mas preferiblemente entre al menos 140 y 4000 nucledtidos, mas preferiblemente
entre al menos 140 y 3000 nucledtidos, mas preferiblemente entre al menos 140 y 2000 nucleétidos, mas
preferiblemente entre al menos 140 y 1000 nucledtidos o incluso mas preferiblemente entre al menos 140 y 500
nucledtidos o incluso mas preferiblemente entre al menos 140 y 300 nucledtidos.

En ofra realizacién preferida, un polinucleétido aislado segun la invencion tiene una longitud de al menos 24
nucledtidos, al menos 50 nucledtidos, al menos 60 nucledtidos, al menos 70 nucledtidos, al menos 80 nucledtidos, al
menos 90 nucledtidos, al menos 100 nucleétidos, al menos 200 nucleétidos, al menos 500 nucleétidos, al menos
800 nucledtidos, al menos 1000 nucledtidos, al menos 1500 nucledtidos, al menos 2000 nucledtidos, al menos 2500
nucleétidos, al menos 3000 nucleétidos o al menos 3500 nucledtidos. En una realizacién particularmente preferida,
el polinucledtido aislado segun la invencion tiene una longitud de al menos 24, al menos 50 nucleétidos, al menos 60
nucledtidos, al menos 70 nucledtidos, al menos 80 nucledtidos, al menos 90 nucledtidos, al menos 100 nucledtidos,
al menos 200 nucledtidos. En una realizacion particularmente preferida, un polinucleétido aislado segun la invencion
tiene una longitud de al menos 140 nucleodtidos.

En ofra realizacion particularmente preferida, un polinucleétido aislado segun la invencion tiene una longitud de 144
nucledtidos.

Resultara evidente para el experto en la técnica que, debido a la degeneracién del codigo genético, un polipéptido
segun la invencion dado, puede ser codificado por distintas secuencias de nucledtidos.

En una realizacion preferida, el polinucledtido aislado segun la invenciéon comprende o consiste en una secuencia
que presenta una identidad de al menos el 80 % con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 8.

En otra realizacién preferida, el polinucleotido aislado segun la invencidon comprende o consiste en una secuencia
que presenta una identidad de al menos el 85 %, preferiblemente al menos el 90 %, mas preferiblemente al menos
el 91 %, incluso mas preferiblemente al menos el 92 %, incluso mas preferiblemente al menos el 93 %, incluso mas
preferiblemente al menos el 94 %, incluso mas preferiblemente al menos el 95 %, incluso mas preferiblemente al
menos el 96 %, incluso mas preferiblemente al menos el 97 %, incluso mas preferiblemente al menos el 98 % o
incluso mas preferiblemente al menos el 99 % con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 8. En una realizacién
particularmente preferida, el polinucleétido segun la invencién comprende o consiste en una secuencia que presenta
una identidad de al menos el 85 %, preferiblemente al menos el 90 %, mas preferiblemente al menos el 95 % o
incluso mas preferiblemente al menos el 98 % con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 8.

En una realizacion particularmente preferida, el polinucleétido aislado segun la invencién comprende o consiste en
una secuencia que presenta una identidad del 100 % con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 8. En otra realizacion
particularmente preferida, el polinucledtido aislado segun la invencién comprende o consiste en una secuencia
segun la SEQ ID NO.: 8.

Un polinucleoétido aislado segun la invencion puede ser una molécula de ARN o ADN monocatenario o bicatenario.
En algunas realizaciones el polinucledtido aislado segun la invencién puede estar insertado en un vector de

expresion. El vector de expresion puede ser, p. €j., un vector de expresion procariota o eucariota tal como, p. €j., un
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plasmido, un minicromosoma, un césmido, un bacteriéfago, un vector retroviral o cualquier otro vector conocido por
el experto en la técnica. El experto en la técnica sabra como seleccionar un vector adecuado segun la necesidad
especifica.

La presente invencioén, por tanto, también se refiere a un vector de expresién que comprende un polinucleétido
segun la invencion.

En un aspecto adicional, la presente invenciéon se refiere a un método para cuantificar la concentracién de un
polipéptido receptor CCR6 soluble en una muestra liquida de un sujeto, en el que el método comprende las etapas
de:

(a) inmovilizar una molécula de captura para dicho polipéptido receptor CCR6 soluble sobre un soporte
solido;

(b) afiadir la muestra liquida del sujeto;

(c) opcionalmente afiadir un ligando de dicho polipéptido receptor CCR6 soluble, en el que dicho ligando es
un polipéptido que comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de
al menos el 80 % con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 18, la SEQ ID NO.: 19, la SEQ ID NO.: 20 o la
SEQ ID NO.: 21;

(d) afadir un agente de detecciéon especifico para un ligando seguin (c), en el que dicho agente de
deteccién comprende un marcador;

(e) cuantificar la sefial del agente de deteccion segun (d).

En una realizacién preferida del método anterior, las etapas (a), (b), (c), (d), (e) se realizan en ese orden. El método
es preferiblemente se realiza in vitro.

La expresion "polipéptido receptor CCR6 soluble” como se emplea en la presente memoria se refiere a un
polipéptido receptor CCR6 que no esta integrado ni unido a una membrana celular. Un "polipéptido receptor CCR6
soluble" por tanto es distinto de un "receptor CCR6 unido a la membrana". Por ejemplo, en el contexto de la presente
invencion, todo polipéptido receptor CCR6 soluble que existe de manera natural, que en condiciones enddgenas
esté disuelto en un fluido corporal de un sujeto (tal como, p. €j., suero, plasma, lavado broncoalveolar, derrame
pleural, esputo, saliva u orina) y que no esté integrado o unido a una membrana celular se considera "soluble".

Asi, en un ejemplo, un "polipéptido receptor CCR6 soluble" en el contexto del método segun la invencion referido
puede ser un polipéptido receptor CCR6 soluble que existe de manera natural. En una realizacién preferida, dicho
polipéptido receptor CCR6 soluble que existe de manera natural se puede detectar con un anticuerpo anti-CCR6
dirigido al dominio extracelular del extremo N del CCR6.

En otra realizacién preferida, el polipéptido receptor CCR6 soluble que existe de manera natural comprende o
consiste en una secuencia de aminoacidos que se selecciona del grupo que consiste en:

(a) una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de al menos el 80 % con la secuencia segun
laSEQIDNO.: 1;y

(b) un fragmento de la secuencia de aminoacidos segun (a);
en el que dicho polipéptido receptor CCR6 soluble aislado es capaz de unirse a la CCL18 y/o la CCL20.

En una realizacion preferida, la secuencia de aminoacidos segun (a) presenta una identidad de al menos el 85 %,
mas preferiblemente al menos el 90 %, mas preferiblemente al menos el 95 % o incluso mas preferiblemente al
menos el 98 % con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 1. En una realizacion particularmente preferida, la secuencia
de aminoacidos segun (a) presenta una identidad de al menos el 95 % con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 1. En
la realizacion mas preferida, la secuencia de aminoacidos segun (a) presenta una identidad del 100 % con la
secuencia segun la SEQ ID NO.: 1.

En otra realizaciéon particularmente preferida, el polipéptido receptor CCR6 soluble que existe de manera natural
comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO.: 1.

En otro ejemplo, un "polipéptido receptor CCR6 soluble aislado" en el contexto del método de la invencién referido
también puede ser un "polipéptido receptor CCR6 soluble aislado" recombinante que se ha generado in vitro y que
es abundantemente soluble en soluciones acuosas, tales como, p. e€j., soluciones acuosas fisioldgicas,
preferiblemente en suero, plasma, lavado broncoalveolar, derrame pleural, esputo, saliva u orina. En una realizacion
preferida, el polipéptido receptor CCR®6 soluble es el polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la invencion.

Preferiblemente, un "polipéptido receptor CCR6 soluble" en el contexto del método segun la invencion referido es al
menos 50 %, mas preferiblemente al menos 60 %, mas preferiblemente al menos 70 %, mas preferiblemente al
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menos 75 %, mas preferiblemente al menos 80 %, mas preferiblemente al menos 85 % o lo mas preferiblemente al
menos 90 % soluble en una solucién acuosa, preferiblemente en suero, plasma, lavado broncoalveolar, derrame
pleural, esputo, saliva u orina. En una realizacién particularmente preferida, un "polipéptido receptor CCR6 soluble”
en el contexto del método segun la invencion referido es al menos 75 % soluble en una solucién acuosa,
preferiblemente en suero, plasma, lavado broncoalveolar, derrame pleural, esputo, saliva u orina. Para determinar la
solubilidad porcentual de un "polipéptido receptor CCR6 soluble”, el experto en la técnica puede, p. €j., centrifugar
una muestra que contiene el polipéptido receptor CCR6 soluble y posteriormente medir la cantidad de dicho
polipéptido en el sobrenadante y la cantidad total de dicho polipéptido en la muestra. Entonces puede calcularse la
solubilidad porcentual en términos de porcentaje de la cantidad del polipéptido receptor CCR6 presente en el
sobrenadante de la cantidad total de polipéptido receptor CCR6 presente en la muestra antes de centrifugar.

En una realizacion preferida del método segun la invencion referido, la muestra liquida de un sujeto se selecciona
del grupo que consiste en suero, plasma, lavado broncoalveolar, derrame pleural, esputo, saliva y orina. En una
realizaciéon particularmente preferida, la muestra liquida de un sujeto es suero. Preferiblemente, la muestra esta
aislada del cuerpo del sujeto del que se obtiene.

En una realizacion preferida, dicha molécula de captura de (a) y/o dicho agente de deteccion de (d) es un anticuerpo
0 un aptamero.

Un"aptamero" puede ser un aptamero de ADN, ARN o peptidico. Un aptamero polinucleotidico tiene preferiblemente
entre aproximadamente 10 y aproximadamente 300 nucledtidos de longitud. Preferiblemente un aptamero tiene
entre aproximadamente 30 y aproximadamente 100 nucleétidos de longitud. Lo mas preferiblemente un aptamero
tiene entre aproximadamente 10 y 60 nucledtidos de longitud. Los aptameros pueden prepararse por cualquier
método conocido en la técnica, como, p. €j., métodos de sintesis, recombinacion y purificacion.

Preferiblemente, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal o policlonal. En algunas realizaciones, el anticuerpo
también puede seleccionarse de variantes o fragmentos de anticuerpo tales como, p. €j., anticuerpos de cadena
sencilla, diacuerpos, minianticuerpos, fragmentos Fv de cadena sencilla (sc(Fv)), anticuerpos sc(Fv),, fragmentos
Fab o fragmentos F(ab'),.

Una molécula de captura o un agente de deteccion es especifico para un compuesto dado, tal como, p. €j., un
polipéptido receptor CCR6 soluble o un ligando de un polipéptido receptor CCR6 soluble, si se une a dicho
compuesto con una afinidad mayor que a cualquier otro compuesto de una muestra (es decir un compuesto no
diana). Preferiblemente, una molécula de captura o un agente de deteccion es especifico para un compuesto dado si
se une solo a dicho compuesto y no se une en absoluto a otros compuestos no diana. El agente de deteccion de (d)
comprende un marcador. Se puede emplear cualquier marcador adecuado que pueda unirse al agente de deteccion.
Preferiblemente, el marcador es detectable o cataliza una reaccién enzimatica del producto que es detectable.

En una realizacion preferida, el marcador esta unido de forma covalente o no covalente al agente de deteccion. Los
ejemplos de marcadores que pueden unirse al agente de deteccion incluyen, p. €j., tintes fluorescentes tales como, p.
€j., tintes de cianina, p. €j., Cyanine 3, Cyanine 5 o Cyanine 7, tintes Alexa Fluor, p. €j., Alexa 594, Alexa 488 o Alexa
532, tintes de la familia de la fluoresceina, R-ficoeritrina, Texas Red, rodamina e isotiocianato de fluoresceina (FITC).
Los agentes de deteccion también pueden marcarse con enzimas tales como, p. €j., peroxidasa de rabano, fosfatasa
alcalina o beta-lactamasa, con radiois6topos tales como, p. €j., 3H, 14C, 32P, 3'3'P, %30 125I, con metales tales como, p.
€j., oro o con biotina. En una realizacion particularmente preferida, el marcador es un marcador fluorescente. En otra
realizacion, el marcador también puede ser un agente de deteccion que comprende un marcador como se ha
descrito anteriormente en la presente memoria. Preferiblemente un agente de detecciéon secundario es capaz de
unirse especificamente al agente de deteccién descrito anteriormente. En una realizacion particularmente preferida,
un agente de deteccion secundario es un anticuerpo.

En una realizacion preferida, el agente de deteccion de (d) es especifico para un polipéptido que comprende o
consiste en una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de al menos el 85 %, al menos el 90 %, al
menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al
menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 18, la SEQ ID NO.: 19,
la SEQ ID NO.: 20 o la SEQ ID NO.: 21. En una realizacion preferida adicional, el agente de deteccion de (d) es
especifico para un polipéptido que comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos que presenta una
identidad de al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos
el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % con la
secuencia segun la SEQ ID NO.: 18. En ofra realizacion preferida, el agente de deteccion de (d) es especifico para
un polipéptido que comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de al menos
el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el
95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % con la secuencia segun la SEQ ID
NO.: 19. En otra realizacion preferida mas, el agente de deteccion de (d) es especifico para un polipéptido que
comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de al menos el 85 %, al menos
el 90 %, al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el
96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 20. En una
realizacion preferida adicional, el agente de deteccion de (d) es especifico para un polipéptido que comprende o
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consiste en una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de al menos el 85 %, al menos el 90 %, al
menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al
menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 21.

En la realizaciéon mas preferida, el agente de deteccion de (d) es especifico para un polipéptido que comprende o
consiste en una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de al menos el 85 %, al menos el 90 %, al
menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % con la secuencia segun la
SEQ ID NO.: 18.

Preferiblemente dicho soporte solido de (a) es una superficie de plastico o vidrio. Para poder inmovilizar una
molécula de captura sobre el soporte sélido, en algunas realizaciones, el soporte sélido puede estar previamente
recubierto con un reactivo que se selecciona del grupo que consiste en carbodiiminas, imidoésteres o ésteres de
succinimidilo, acido etanosulfonico, glutaraldehido y polilisina.

En una realizacion preferida, el método segun la invencion referido se realiza en una microplaca.

En ofra realizacion preferida, el ligando segun (c) es un polipéptido que comprende o consiste en una secuencia de
aminoacidos que presenta una identidad de al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 91 %, al menos el
92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %,
al menos el 99 % con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 18, la SEQ ID NO.: 19, la SEQ ID NO.: 20 o la SEQ ID NO.:
21. En una realizacién preferida adicional, el ligando segun (c) es un polipéptido que comprende o consiste en una
secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 91 %, al
menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al
menos el 98 %, al menos el 99 % con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 18. En otra realizacion preferida, el ligando
segun (c) es un polipéptido que comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad
de al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al
menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % con la secuencia segun la
SEQ ID NO.: 19. En otra realizacion preferida mas, el ligando segun (c) es un polipéptido que comprende o consiste
en una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el
91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %,
al menos el 98 %, al menos el 99 % con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 20. En una realizaciéon preferida
adicional, el ligando segun (c) es un polipéptido que comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos que
presenta una identidad de al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el
93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 %
con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 21.

En una realizacion particularmente preferida, el ligando segun (c) es un polipéptido que comprende o consiste en
una secuencia de aminoacidos que muestra una identidad del 95 %, de al menos el 98 % o del 100 % con la
secuencia segin la SEQ ID NO.: 18, la SEQ ID NO.: 19 o la SEQ ID NO.: 20 o la SEQ ID NO.: 21. En una
realizacién particularmente preferida adicional, el ligando segun (c) es un polipéptido que comprende o consiste en
una secuencia de aminoacidos que muestra una identidad del 95 %, de al menos el 98 % o del 100 % con la
secuencia segun la SEQ ID NO.: 18. En otra realizacion particularmente preferida, el ligando segun (c) es un
polipéptido que comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos que muestra una identidad del 95 %, de al
menos el 98 % o del 100 % con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 19. En ofra realizacion particularmente preferida
mas, el ligando segun (c) es un polipéptido que comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos que
muestra una identidad del 95 %, de al menos el 98 % o del 100 % con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 20. En
otra realizacion particularmente preferida mas, el ligando segun (c) es un polipéptido que comprende o consiste en
una secuencia de aminoacidos que muestra una identidad del 95 %, de al menos el 98 % o del 100 % con la
secuencia segun la SEQ ID NO.: 21.

En una realizacion particularmente preferida adicional, el ligando segun (c) es un polipéptido que comprende o
consiste en una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de al menos el 95 % con la secuencia segun
la SEQID NO.: 18, la SEQ ID NO.: 19, la SEQ ID NO.: 20 o la SEQ ID NO.: 21.

En ofra realizacion particularmente preferida mas, el ligando segun (c) es un polipéptido que comprende o consiste
en una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de al menos el 95 % con la secuencia segun la SEQ
ID NO.: 18. En la realizacién mas preferida, el ligando segun (c) es un polipéptido que comprende o consiste en una
secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO.: 18.

El método segun la invencion referido se puede utilizar para cuantificar la cantidad total de polipéptido receptor
CCR6 soluble presente en una muestra liquida de un sujeto o la cantidad de polipéptido receptor CCR6 soluble
unido a la CCL18, la CCL20 y/o la beta-defensina presente en una muestra liquida de un sujeto.

Si se va a cuantificar la cantidad total de polipéptido receptor CCR6 soluble en la muestra liquida, es preferible
afadir el ligando en la etapa (c) para saturar el polipéptido receptor CCR6 presente en la muestra con ligando. Si se
va a cuantificar la cantidad de polipéptido receptor CCR6 soluble unido a la CCL18, la CCL20 y/o la beta defensina
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en la muestra liquida del sujeto, es preferible no afadir el ligando en la etapa (c). Entonces el agente de deteccion
de (d) solo detectara el polipéptido receptor CCR6 soluble unido al ligando presente en la muestra liquida.

La eleccion de un método adecuado para cuantificar la sefal del agente de deteccion de la etapa (e) dependera de
la naturaleza del marcador del agente de deteccion. Los métodos adecuados para cuantificar la sefial de un agente
de deteccion marcado son conocidos en la técnica.

Por ejemplo, si el marcador es una enzima (tal como, p. e€j., fosfatasa alcalina), puede afiadirse un sustrato incoloro
(tal como, p. €j., p-nitrofenil fosfato) que la enzima convierte en un producto con color. Tras la adicién de dicho
sustrato, se puede medir la cantidad de producto con color generado por la enzima, p. €j., por espectrofotometria.

En otro ejemplo, si el marcador es un tinte fluorescente, la sefial fluorescente puede cuantificarse, p. €j., usando un
escaner laser.

En un aspecto adicional, la presente invencién también se refiere a un método para detectar y/o determinar el
prondstico de una enfermedad pulmonar intersticial o un cancer en un sujeto, en el que el método comprende la
etapa de determinar el nivel del polipéptido receptor CCR®6 soluble en una muestra de dicho sujeto.

Dicho método preferiblemente se realiza in vitro.

Un "polipéptido receptor CCR6 soluble" en el contexto del método segun la invencion referido es preferiblemente un
polipéptido receptor CCR6 soluble que existe de manera natural.

En una realizacién preferida, el polipéptido receptor CCR6 soluble comprende o consiste en una secuencia de
aminoacidos que se selecciona del grupo que consiste en:

(a) una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de al menos el 80 % con la secuencia segun
laSEQIDNO.: 1;y

(b) un fragmento de la secuencia de aminoacidos segun (a);
en el que dicho polipéptido receptor CCR6 soluble aislado es capaz de unirse a la CCL18 y/o la CCL20.

En una realizacion preferida, la secuencia de aminoacidos segun (a) presenta una identidad de al menos el 85 %,
mas preferiblemente al menos el 90 %, mas preferiblemente al menos el 95 % o incluso mas preferiblemente al
menos el 98 % con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 1. En una realizacion particularmente preferida, la secuencia
de aminoacidos segun (a) presenta una identidad de al menos el 95 % con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 1. En
la realizacion mas preferida, la secuencia de aminoacidos segun (a) presenta una identidad del 100 % con la
secuencia segun la SEQ ID NO.: 1.

En otra realizacion particularmente preferida, el polipéptido receptor CCR6 soluble comprende o consiste en una
secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO.: 1.

En una realizacién preferida adicional, el polipéptido receptor CCR6 soluble es un polipéptido receptor CCR6 soluble
libre de ligando. En este contexto la expresion "libre de ligando" quiere decir que el polipéptido receptor CCR6
soluble no esta unido a un ligando, tal como, p. €j., CCL 18 o CCL20.

En una realizacion, se puede determinar el nivel del polipéptido receptor CCR6 soluble poniendo en contacto la
muestra del sujeto con un agente de deteccion especifico para CCR6, preferiblemente con un agente de deteccion
especifico para el polipéptido receptor CCR6 soluble. Un agente de deteccion es especifico para el polipéptido
receptor CCR6 o para el polipéptido receptor CCR6 soluble, si se une al polipéptido receptor CCR6 o al polipéptido
receptor CCR6 soluble con una afinidad mayor que a cualquier otro compuesto presente en una muestra (es decir
un compuesto no diana). Preferiblemente, un agente de deteccion es especifico para el polipéptido receptor CCR6 o
para el polipéptido receptor CCR6 soluble si solo se une al polipéptido receptor CCR6 o al polipéptido receptor
CCR6 soluble y no se une en absoluto a un compuesto no diana. En una realizacion preferida, un agente de
deteccién especifico para el polipéptido receptor CCR6 soluble se une al dominio extracelular de CCR6. En una
realizacién particularmente preferida, un agente de deteccion especifico para el polipéptido receptor CCR6 soluble
se une a la secuencia segun la SEQ ID NO.: 1.

Un agente de deteccion preferido para detectar el polipéptido receptor CCR6 soluble es un anticuerpo o un aptamero.
Preferiblemente, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal o policlonal. En algunas realizaciones, el agente de
deteccion también se puede seleccionar de variantes o fragmentos de anticuerpo tales como, p. €j., anticuerpos de
cadena sencilla, diacuerpos, minianticuerpos, fragmentos Fv de cadena sencilla (sc(Fv)), anticuerpos sc(Fv),,
fragmentos Fab o fragmentos F(ab').. En una realizacion preferida, se pueden emplear anticuerpos especificos para
el polipéptido receptor CCR®6 o el polipéptido receptor CCR6 soluble.

Los anticuerpos descritos en la presente memoria pueden producirse segun cualquier método adecuado conocido
por el experto en la técnica. Los anticuerpos policlonales pueden producirse, p. €j., inmunizando a animales con el
antigeno elegido, mientras que los anticuerpos monoclonales de especificidad definida pueden producirse, p. €;j.,
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usando la tecnologia de hibridomas desarrollada por Kohler y Milstein (Kohler y Milstein, 1976, Eur. J. Inmunol.,
6:511-519).

En una realizacién preferida, un agente de deteccion como se ha descrito anteriormente en la presente memoria
puede comprender un marcador detectable. Se puede emplear cualquier marcador adecuado que pueda unirse al
agente de deteccion. En una realizacion preferida, el marcador detectable esta unido de forma covalente o no
covalente al agente de deteccion. Los ejemplos de marcadores que pueden unirse al agente de deteccion incluyen,
p. €j., tintes fluorescentes tales como, p. €j., tintes de cianina, p. €j., Cyanine 3, Cyanine 5 o Cyanine 7, tintes Alexa
Fluor, p. €j., Alexa 594, Alexa 488 o Alexa 532, tintes de la familia de la fluoresceina, R-ficoeritrina, Texas Red,
rodamina e isotiocianato de fluoresceina (FITC). Los agentes de deteccion también pueden marcarse con enzimas
tales como, p. e;., peroxidasa de rabano, fosfatasa alcalina o beta-lactamasa, con radioisétopos tales como, p.
€., 3H, 14C, 3 P, 3 P, %3 0 125I, con metales tales como, p. €j., oro o con biotina. En otra realizacion preferida, el
agente de deteccion también puede ser detectado por un agente de deteccion secundario que comprende un
marcador segun se ha descrito anteriormente.

Preferiblemente un agente de deteccidon secundario es capaz de unirse especificamente al agente de deteccion
descrito anteriormente. En una realizacion particularmente preferida, un agente de deteccién secundario es un
anticuerpo.

Para determinar el nivel del polipéptido receptor CCR6 soluble en una muestra de un sujeto se puede emplear
cualquier método conocido en la técnica. En algunas realizaciones, el nivel del polipéptido receptor CCR6 soluble
presente en una muestra de un sujeto se puede detectar, p. ej., usando un inmunoensayo como, por ejemplo, ELISA,
Western blot, inmunoprecipitacion o radioinmunoensayo. El nivel del polipéptido receptor CCR6 soluble presente en
una muestra de un sujeto también se puede detectar usando el método descrito anteriormente para cuantificar la
cantidad de un polipéptido receptor CCR6 soluble en una muestra liquida de un sujeto.

La expresion "detectar una enfermedad pulmonar intersticial" o "detectar un cancer" como se emplea en la presente
memoria quiere decir identificar la presencia de una enfermedad pulmonar intersticial o de una enfermedad o
trastorno canceroso en un sujeto o en una muestra de un sujeto. Preferiblemente, con anterioridad se desconoce
que dicho sujeto padezca una enfermedad pulmonar intersticial o un cancer respectivamente. En una realizacion
preferida, se sospecha que el sujeto padece una enfermedad pulmonar intersticial o un cancer.

Para detectar una enfermedad pulmonar intersticial o un cancer en un sujeto, en algunas realizaciones se
determinara el nivel del polipéptido receptor CCR6 soluble en la muestra del sujeto ademas de medir o determinar la
cantidad de otros compuestos o factores compatibles con la presencia de una enfermedad pulmonar intersticial o un
cancer respectivamente. Por ejemplo, se podran detectar marcadores conocidos para la enfermedad pulmonar
intersticial, tal como, p. ej., marcadores séricos, proteinas del surfactante (SP) A y D, o marcadores conocidos del
cancer en la misma muestra o en una muestra diferente del sujeto. Otros marcadores adecuados son conocidos por
el experto en la técnica.

En una realizacion preferida, el método descrito anteriormente comprende ademas la etapa de comparar el nivel del
polipéptido receptor CCR6 soluble determinado en la muestra del sujeto y el nivel del polipéptido receptor CCR6
soluble determinado en un control en la que, cuando el nivel del polipéptido receptor CCR6 soluble determinado en
la muestra del sujeto es menor que el nivel del control, indica la presencia de una enfermedad pulmonar intersticial o
de un cancer en el sujeto.

En otra realizacién preferida, el método descrito anteriormente comprende ademas la etapa de comparar el nivel del
polipéptido receptor CCR6 soluble libre de ligando determinado en la muestra del sujeto y el nivel del polipéptido
receptor CCR6 soluble libre de ligando en un control en la que, cuando el nivel del polipéptido receptor CCR6 soluble
libre de ligando determinado en la muestra del sujeto es menor que el nivel del control, indica la presencia de una
enfermedad pulmonar intersticial o de un cancer en el sujeto. En este contexto la expresion "libre de ligando" quiere
decir que el polipéptido receptor CCR6 soluble no esta unido a un ligando, tal como, p. ej., CCL 18 o CCL20.

Para determinar la cantidad de polipéptido receptor CCR6 soluble total o la cantidad de polipéptido receptor CCR6
soluble unido a ligando o libre de ligando en una muestra de un sujeto, el experto en la técnica puede emplear, p. €;j.,
el método descrito anteriormente para cuantificar la cantidad de polipéptido receptor CCR6 soluble en una muestra
liquida de un sujeto.

En una realizacion preferida, el control es una muestra de un sujeto sano. En una realizacion preferida, cuando el
nivel del polipéptido receptor CCR6 soluble determinado en la muestra del sujeto es menor que el del control, indica
la presencia de una enfermedad pulmonar intersticial o de un cancer en el sujeto. Preferiblemente, el nivel del
polipéptido receptor CCR6 soluble determinado en la muestra del sujeto es al menos 2 veces, preferiblemente al
menos 3 veces, al menos 4 veces, al menos 5 veces, al menos 10 veces, al menos 20 veces, al menos 30 veces, al
menos 40 veces, al menos 50 veces, al menos 60 veces, al menos 70 veces, al menos 80 veces, al menos 90 veces,
al menos 100 veces, al menos 500 veces, al menos 1000 veces o al menos 10000 veces menor que el del control.
Lo mas preferiblemente, el nivel de receptor CCR6 soluble determinado en la muestra del sujeto es al menos 2
veces, al menos 3 veces, al menos 10 veces, al menos 50 veces, al menos 100 veces o al menos 1000 veces menor
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que el del control. En una realizacion preferida, el polipéptido receptor CCR6 soluble es un polipéptido receptor
soluble libre de ligando.

En ofra realizacion preferida, el control también puede ser una muestra obtenida de un sujeto que se sabe que
padece una enfermedad pulmonar intersticial o un cancer (sujeto de control), es decir un sujeto que ha sido
diagnosticado de una enfermedad pulmonar intersticial o un cancer, en el que el cancer es preferiblemente un
adenocarcinoma, lo mas preferiblemente un adenocarcinoma de pulmén. En estos casos, cuando el nivel del
polipéptido receptor CCR6 soluble en la muestra del sujeto es menor que el del control, indica progresion de la
enfermedad pulmonar intersticial o del cancer en el sujeto del que se obtuvo la muestra con respecto al sujeto de
control. En una realizaciéon preferida, el polipéptido receptor CCR6 soluble es el polipéptido receptor CCR6 soluble
libre de ligando.

En el contexto de la presente invencion, el control preferiblemente esta aislado del cuerpo del sujeto del que se
obtiene.

La expresion "determinar el pronéstico de una enfermedad pulmonar intersticial o un cancer" como se emplea en la
presente memoria se refiere a predecir la evolucién o del desenlace de una enfermedad pulmonar intersticial o un
cancer diagnosticado o detectado, p. €j., durante un periodo de tiempo concreto, p. €j., durante el tratamiento o
después del tratamiento. La expresién también puede referirse a determinar la probabilidad de supervivencia o de
recuperacion de la enfermedad pulmonar intersticial o el cancer, ademas de a predecir el tiempo de supervivencia
previsto de un sujeto.

Por ejemplo, se puede determinar el nivel del polipéptido receptor CCR6 soluble en una muestra de un sujeto en un
tiempo dado y compararse con el nivel respectivo de polipéptido receptor CCR6 soluble determinado en una muestra
del mismo sujeto en un tiempo posterior, donde el aumento o descenso del nivel del polipéptido receptor CCR6
soluble indica mejoria o empeoramiento de la enfermedad. Este enfoque puede emplearse, p. €j., durante el
tratamiento médico de un paciente que padece una enfermedad pulmonar intersticial o un cancer.

Asi, en una realizacion preferida, el método segun la invencion referido también puede usarse para controlar la
eficacia del tratamiento de una enfermedad pulmonar intersticial o un cancer in vitro. La eficacia del tratamiento de
una enfermedad pulmonar intersticial o un cancer puede controlarse, p. €j., detectando el nivel de polipéptido CCR6
soluble en distintas muestras de un sujeto obtenidas durante un periodo de tiempo dado mientras el sujeto del que
se obtuvieron las muestras estaba siendo tratado de una enfermedad pulmonar intersticial o un cancer. El aumento o
descenso del nivel de polipéptido CCR6 soluble presente en las muestras extraidas del sujeto durante un periodo de
tiempo dado indicara entonces la eficacia del tratamiento. En una realizacion preferida, el polipéptido receptor CCR6
soluble es el polipéptido receptor CCR6 soluble libre de ligando.

En una realizacién preferida, el nivel del polipéptido receptor CCR6 soluble presente en el control puede
determinarse al mismo tiempo que el nivel del polipéptido receptor CCR6 soluble presente en la muestra del sujeto.

En ofra realizacion preferida, el control puede ser un valor predeterminado. Este valor puede basarse, p. €j., en los
resultados de los experimentos previos para determinar el nivel del polipéptido receptor CCR6 soluble presente en
una o mas muestras de un sujeto sano o de un sujeto que se sabe que padece una enfermedad pulmonar intersticial
o un cancer. En algunas realizaciones puede derivarse un valor predeterminado de una base de datos.

En una realizacioén preferida, el nivel del polipéptido receptor CCR6 soluble puede compararse con mas de un control,
p.ej.,con2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 o mas de 100 controles.

Preferiblemente, la muestra del sujeto que se usa en los métodos segun la invencion esta aislada del cuerpo del
sujeto. La muestra es preferiblemente una muestra liquida. En una realizacion preferida, la muestra liquida se
selecciona del grupo que consiste en sangre, suero, plasma, lavado broncoalveolar, derrame pleural, esputo, saliva
u orina. En una realizacion particularmente preferida, la muestra es suero. Preferiblemente, la muestra esta libre de
células y de membranas. Para eliminar las células y las membranas celulares de la muestra, el experto en la técnica
puede, p. €j., centrifugar la muestra antes de determinar el nivel del polipéptido receptor CCRG6 soluble.

En un aspecto adicional, la presente invencién también se refiere a un kit de diagndstico para detectar una
enfermedad pulmonar intersticial o un cancer que comprende un agente de deteccion especifico para el polipéptido
receptor CCR6 o para el polipéptido receptor CCR6 soluble.

En una realizacion preferida, un agente de deteccion especifico para el polipéptido receptor CCR6 soluble se une
especificamente al dominio extracelular de CCR6. En una realizacion particularmente preferida, un agente de
deteccion especifico para el polipéptido receptor CCR6 soluble se une especificamente a la secuencia segun la SEQ
ID NO.: 1.

En una realizacion preferida, dicho agente de deteccion es un anticuerpo o un aptamero.
Preferiblemente, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal o policlonal. En algunas realizaciones, el agente de

deteccion también se puede seleccionar de variantes o fragmentos de anticuerpo tales como, p. €j., anticuerpos de
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cadena sencilla, diacuerpos, minianticuerpos, fragmentos Fv de cadena sencilla (sc(Fv)), anticuerpos sc(Fv),
fragmentos Fab o fragmentos F(ab').. En una realizacion preferida, se pueden emplear anticuerpos especificos para
el polipéptido receptor CCR6 o el polipéptido receptor CCR6 soluble.

Un "aptamero" especifico para el polipéptido receptor CCR6 o para el polipéptido receptor CCR6 soluble puede ser,
p. €j., un aptamero de ADN, ARN o peptidico.

Un aptamero polinucleotidico tiene preferiblemente entre aproximadamente 10 y aproximadamente 300 nucleotidos
de longitud. Preferiblemente un aptamero tiene entre aproximadamente 30 y aproximadamente 100 nucleétidos de
longitud. Lo mas preferiblemente un aptamero tiene entre aproximadamente 10 y 60 nucleétidos de longitud.

Los aptameros pueden prepararse por cualquier método conocido, por ejemplo por métodos de sintesis,
recombinacion o purificacion y pueden usarse solos o combinados con otros aptameros especificos para el
polipéptido receptor CCRG6 o para el polipéptido receptor CCR6 soluble.

En una realizacion preferida, el polipéptido receptor CCR6 soluble en el contexto del método descrito anteriormente
de la invencion es un polipéptido receptor CCR6 soluble libre de ligando.

En una realizacion preferida del método descrito anteriormente, la enfermedad pulmonar intersticial se selecciona del
grupo que consiste en enfermedad parenquimatosa pulmonar difusa de causa conocida (preferiblemente
colagenosis vascular o enfermedad parenquimatosa pulmonar difusa por exposicion ambiental o por toxicidad por
farmacos), enfermedad parenquimatosa pulmonar difusa granulomatosa (preferiblemente sarcoidosis) y otras formas
de enfermedad parenquimatosa pulmonar difusa (preferiblemente linfangioleiomiomatosis (LAM), histiocitosis de
células de Langerhans/histiocitosis X (HX) o neumonia eosindfila).

En otra realizacién preferida del método descrito anteriormente, la enfermedad pulmonar intersticial es una
neumonia intersticial idiopatica.

En una realizaciéon particularmente preferida del método descrito anteriormente, la enfermedad pulmonar intersticial
se selecciona del grupo que consiste en fibrosis pulmonar idiopatica, neumonia intersticial no especifica, neumonia
organizada criptogénica, bronquiolitis respiratoria asociada a enfermedad pulmonar intersticial, neumonia intersticial
descamativa, neumonia intersticial aguda y neumonia intersticial linfocitica. Lo mas preferiblemente, la enfermedad
pulmonar intersticial es fibrosis pulmonar idiopatica.

En una realizacion preferida adicional, del método descrito anteriormente el cancer se selecciona del grupo que
consiste en cancer de pulmon, cancer de mama, cancer de pancreas, cancer de préstata, neuroblastoma, melanoma,
cancer cerebral, cancer renal, cancer de vejiga, cancer de ovario, cancer hematoldgico y cancer de colon.

En una realizacion particularmente preferida del método descrito anteriormente, el cancer se selecciona del grupo
que consiste en adenocarcinoma, preferiblemente adenocarcinoma de pulmén, mesotelioma pleural, carcinoma
colorrectal, carcinoma de prdstata, carcinoma de mama, carcinoma de células renales, carcinoma hepatocelular,
linfoma no Hodgkin y linfoma de Hodgkin. Lo mas preferiblemente, el cancer es adenocarcinoma, preferiblemente
adenocarcinoma de pulmon.

La presente invencién, en un aspecto adicional, también se refiere a una composiciéon farmacéutica que comprende
un compuesto capaz de inhibir la actividad y/o la expresion de la CCL18 o la CCL20.

Una composicion farmacéutica segun la invencion puede administrarse por via oral, por ejemplo en forma de
pildoras, comprimidos, comprimidos con recubrimiento pelicular, grageas, granulos, capsulas de gelatina duras y
blandas, soluciones acuosas, alcohdlicas u oleosas, jarabes, emulsiones o suspensiones; o por via rectal, por
ejemplo en forma de supositorios. La administracion también puede ser por via parenteral, por ejemplo por via
subcutanea, intramuscular o intravenosa en forma de soluciones para inyeccion o infusion. Otras formas de
administracion adecuadas son, por ejemplo, la administracion percutanea o tépica, por ejemplo en forma de
unglentos, tinturas, pulverizadores o sistemas terapéuticos transdérmicos o la administracion por inhalacion en
forma de pulverizaciéon nasal o mezclas en aerosol.

En una realizacion preferida, una composicion farmacéutica segun la invencion se administra por via parenteral, p.
€j., en forma de soluciones para inyeccion o infusion, por via oral, p. €j., en forma de comprimido, pildora, pastilla o
capsula o por inhalacioén.

Para la produccion de las pildoras, comprimidos, grageas y capsulas de gelatina duras se puede emplear, por
ejemplo, lactosa, almidon, por ejemplo almidén de maiz o derivados de almiddn, talco, acido estearico o sus sales,
etc. Los vehiculos para las capsulas de gelatina blandas y para los supositorios son, por ejemplo, grasas, ceras,
polioles semisélidos y liquidos, aceites naturales o hidrogenados, etc. Los vehiculos adecuados para la preparacion
de soluciones, por ejemplo de soluciones inyectables o de emulsiones o jarabes son, por ejemplo, agua, solucién de
cloruro sddico fisiologica, alcoholes como etanol, glicerol, polioles, sacarosa, azucar invertida, glucosa, manitol,
aceites vegetales, etc.
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En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas también contienen aditivos, como por ejemplo cargas,
disgregantes, aglutinantes, lubricantes, humectantes, estabilizantes, emulsionantes, dispersantes, conservantes,
edulcorantes, colorantes, aromas, espesantes, diluyentes, sustancias tamponadoras, disolventes, solubilizadores,
agentes para conseguir un efecto retardado (depot), sales para alterar la presién osmética, agentes de recubrimiento
o antioxidantes.

Pueden encontrarse ejemplos de excipientes adecuados para las distintas formas de las composiciones
farmacéuticas descritas en la presente memoria, p. €j., en el "Handbook of Pharmaceutical Excipients", 22 Edicion,
(1994), Editado por A Wade y PJ Weller.

En una realizacion preferida, el compuesto capaz de inhibir la actividad y/o la expresion de la CCL18 o la CCL20 se
selecciona del grupo que consiste en el polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la invencién, una molécula
pequeia capaz de unirse a la CCL18 o la CCL20, un aptamero especifico para la CCL18 o la CCL20, un anticuerpo
especifico para la CCL18 o la CCL20, una molécula antisentido adecuada para reducir o inhibir la expresion de la
CCL18 o la CCL20 y una molécula de ARNsi adecuada para reducir o inhibir la expresion de la CCL18 o la CCL20.

La expresion "molécula pequefia”, como se emplea en la presente memoria, se refiere a compuestos organicos
pequefios de bajo peso molecular.

Un molécula pequefia puede ser un compuesto sintético que no existe de manera natural o un compuesto natural
aislado o que se sabe que existe en fuentes naturales, tales como, p. €j., células, plantas, hongos, animales y
similares. Un molécula pequefia en el contexto de la presente invencion preferiblemente tiene un peso molecular de
menos de 5000 Dalton, mas preferiblemente de menos de 4000 Dalton, mas preferiblemente de menos de 3000
Dalton, mas preferiblemente de menos de 2000 Dalton o incluso mas preferiblemente de menos de 1000 Dalton. En
una realizacion particularmente preferida, una molécula pequefa en el contexto de la presente invencion tiene un
peso molecular de menos de 800 Dalton.

En otra realizacién preferida, una molécula pequefa en el contexto de la presente invencién tiene un peso molecular
de 50 a 3000 Dalton, preferiblemente de 100 a 2000 Dalton, mas preferiblemente de 100 a 1500 Dalton e incluso
mas preferiblemente de 100 a 1000 Dalton. Lo mas preferiblemente, una molécula pequefia en el contexto de la
presente invencion tiene un peso molecular de 100 a 800 Dalton.

Las moléculas pequefias capaces de unirse a la CCL18 o a la CCL20 pueden identificarse, p. €j., mediante
busquedas en bibliotecas de compuestos pequefios.

Un "aptamero" puede ser un aptamero de ADN, ARN o peptitico especifico para la CCL18 o para la CCL20.

Un aptamero polinucleotidico tiene preferiblemente entre aproximadamente 10 y aproximadamente 300 nucleotidos
de longitud. Preferiblemente un aptamero tiene entre aproximadamente 30 y aproximadamente 100 nucleétidos de
longitud. Lo mas preferiblemente un aptamero tiene entre aproximadamente 10 y 60 nucleétidos de longitud.

Los aptameros pueden prepararse mediante cualquier método conocido, por ejemplo métodos de sintesis,
recombinacion y purificacion y pueden usarse solos o combinados con otros aptameros especificos para la CCL18 o
para la CCL20.

Un anticuerpo especifico para la CCL 18 o para la CCL20 puede ser un anticuerpo monoclonal o policlonal. En
algunas realizaciones, el anticuerpo también puede seleccionarse de variantes o fragmentos de anticuerpo tales
como, p. €j., anticuerpos de cadena sencilla, diacuerpos, minianticuerpos, fragmentos Fv de cadena sencilla (sc(Fv)),
anticuerpos sc(Fv),, fragmentos Fab o fragmentos F(ab'), con la condicion de que dichas variantes o fragmentos de
anticuerpos sean especificos para la CCL18 o la CCL20.

La expresion "molécula antisentido adecuada para reducir o inhibir la expresién de la CCL18 o la CCL20" se refiere a
un polinucleétido que es complementario al ARNm de CCL18 o al ARNm de CCL20 respectivamente. Es preferible
que dicha molécula antisentido sea adecuada para usar en una estrategia de molécula antisentido para inhibir la
traduccion del ARNm de CCL18 o del ARNm de CCL20 en una célula. Dicha molécula antisentido puede ser una
molécula de ADN o ARN y puede ser monocatenaria o bicatenaria. En una realizacion preferida, la molécula
antisentido es una molécula de ADN monocatenario o una molécula de ARN monocatenario.

Una molécula antisentido preferiblemente tiene una longitud de aproximadamente 10 a aproximadamente 500
nucledtidos, de aproximadamente 11 a aproximadamente 200 nucleétidos, de aproximadamente 12 a
aproximadamente 100 nucleétidos, de aproximadamente 13 a aproximadamente 75 nucledtidos o de
aproximadamente 14 a aproximadamente 50 nucledtidos, de aproximadamente 15 a aproximadamente 40
nucledtidos, de aproximadamente 16 a aproximadamente 30 nucleétidos o de aproximadamente 17 a
aproximadamente 25 nucledétidos.

Una molécula de ARNsi adecuada para reducir o inhibir la expresiéon de la CCL18 o la CCL20 puede ser una
molécula de ARNsi monocatenaria o bicatenaria que sea capaz de hibridarse con el ARNm de CCL18 o el ARNm de
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CCL20, induciendo asi una interferencia en el ARN o cualquier otro mecanismo antisentido intracelular que consiga
reducir o inhibir la expresion de la proteina CCL18 o la proteina CCL20.

Dicha molécula de ARNSsi puede tener cualquier secuencia que permita que la molécula de ARNSsi interfiera con el
ARN y consiga reducir o inhibir la expresién de la proteina CCL18 o la proteina CCL20.

Preferiblemente, la molécula de ARNSsi tiene una longitud de entre 10 y 100, entre 12 y 80, entre 14 y 60, entre 16 y
50, entre 17 y 40, mas preferiblemente entre 18 y 30 nucledtidos y lo mas preferiblemente entre 18 y 26 nucledtidos.

Un compuesto capaz o adecuado para reducir o inhibir la expresion de la CCL18 o la CCL20 puede reducir o inhibir
la expresion de la CCL18 o la CCL20 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 %, mas 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 % respecto a un control. En algunas realizaciones preferidas,
un compuesto capaz o adecuado para reducir o inhibir la expresion de la CCL18 o la CCL20 puede reducir o inhibir
la expresion de la CCL18 o la CCL20 un 100 %.

En otra realizacion preferida, una composicion farmacéutica segun la invencién comprende otro compuesto activo
adecuado para tratar o prevenir una enfermedad pulmonar intersticial y/o un cancer.

Los ejemplos de compuestos activos adicionales adecuados para el tratamiento de una enfermedad pulmonar
intersticial son, p. €j., farmacos antiinflamatorios tales como, p. €j., prednisona u otros corticosteroides, azatioprina,
metotrexato, micofenolato o ciclofosfamida, antioxidantes, tales como, p. €j., acetilcisteina, agentes antifibroticos,
tales como, p. €j., bosentan o pirfenidona, minociclina, sildenafilo, talidomida, anticuerpos anti-TNF, tales como, p. €j.,
Infliximab; etanercept, interferon gamma, anticuerpos anti-IL-13, inhibidores de la endotelina, Zileuton,
anticoagulantes, macrolidos, inhibidores de la fosfodiesterasa (PDE) 4, tales como, p. ej., roflumilast, Aviptadil,
hormona estimulante de melanocitos alfa (a-MSH), inhibidores de la tirosina cinasa, tales como, p. €j., imatinib,
dasatinib y nilotinib.

El compuesto activo adicional adecuado para el tratamiento del cancer es preferiblemente un agente
quimioterapéutico. Los agentes quimioterapéuticos adecuados para el tratamiento del cancer son conocidos por el
experto en la técnica. Los ejemplos de agentes quimioterapéuticos son, p. e€j., temozolomida, adriamicina,
doxorubicina, epirubicina, 5-fluorouracilo, arabindsido de citosina ("Ara-C"), ciclofosfamida, tiotepa, busulfan,
citoxina, taxoides, p. €j., paclitaxel, Taxotere, metotrexato, cisplatino, melfalan, vinblastina, bleomicina, etopdsido,
ifosfamida, mitomicina C, mitoxantrona, vincristina, vinorelbina, carboplatino, tenipdsida, daunorubicina,
carminomicina, aminopterina, dactinomicina, mitomicinas, melfalan y otras mostazas de nitrégeno relacionadas y
agentes hormonales que regulan o inhiben la actividad de las hormonas sobre los tumores como tamoxifeno y
onapristona.

La composicion farmacéutica segun la invencion puede comprender uno o mas de un compuesto activo adicional
adecuado para tratar o prevenir una enfermedad pulmonar intersticial y/o uno o mas de un compuesto activo
adicional adecuado para tratar o prevenir un cancer. En una realizacién preferida, la composicién farmacéutica
segun la invencién comprende 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas de 10 compuestos activos adicionales adecuados
para tratar o prevenir una enfermedad pulmonar intersticial y/o 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas de 10 compuestos
activos adicionales adecuados para el tratamiento del cancer.

En otras realizaciones preferidas, se puede administrar una o mas composiciones distintas, que comprenden un
compuesto activo adecuado para tratar o prevenir una enfermedad pulmonar intersticial y/o un compuesto activo
adecuado para tratar o prevenir un cancer, a un sujeto, preferiblemente a un sujeto humano, combinadas con una
composicion farmacéutica segun la invencién que comprende un compuesto capaz de inhibir la actividad y/o la
expresion de la CCL18 o la CCL20.

En una realizacion preferida, la enfermedad pulmonar intersticial se selecciona del grupo que consiste en
enfermedad parenquimatosa pulmonar difusa de causa conocida (preferiblemente colagenosis vascular o
enfermedad parenquimatosa pulmonar difusa por exposicion ambiental o por toxicidad por farmacos), enfermedad
parenquimatosa pulmonar difusa granulomatosa (preferiblemente sarcoidosis) y otras formas de enfermedad
parenquimatosa pulmonar difusa (preferiblemente linfangioleiomiomatosis (LAM), histiocitosis de células de
Langerhans/histiocitosis X (HX) o neumonia eosindfila).

En otra realizacion preferida, la enfermedad pulmonar intersticial es una neumonia intersticial idiopatica.

En una realizacion particularmente preferida, la enfermedad pulmonar intersticial se selecciona del grupo que
consiste en fibrosis pulmonar idiopatica, neumonia intersticial no especifica, neumonia organizada criptogénica,
bronquiolitis respiratoria asociada a enfermedad pulmonar intersticial, neumonia intersticial descamativa, neumonia
intersticial aguda y neumonia intersticial linfocitica. Lo mas preferiblemente, la enfermedad pulmonar intersticial es
fibrosis pulmonar idiopatica.
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En otra realizacion preferida, el cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer de pulmén, cancer de mama,
cancer de pancreas, cancer de prostata, neuroblastoma, melanoma, cancer cerebral, cancer renal, cancer de vejiga,
cancer de ovario, cancer hematoldgico y cancer de colon.

En una realizacion particularmente preferida, el cancer se selecciona del grupo que consiste en adenocarcinoma,
preferiblemente adenocarcinoma de pulmén, mesotelioma pleural, carcinoma colorrectal, carcinoma de préstata,
carcinoma de mama, carcinoma de células renales, carcinoma hepatocelular, linfoma no Hodgkin y linfoma de
Hodgkin. Lo mas preferiblemente, el cancer es adenocarcinoma, preferiblemente adenocarcinoma de pulmon.

Los autores de la presente invencién sorprendentemente encontraron que el polipéptido receptor CCR6 soluble
aislado segun la invencion es adecuado para uso terapéutico.

Por tanto en un aspecto adicional, la presente invencion se refiere al polipéptido receptor CCR6 soluble aislado
segun la invencién para uso en tratamiento.

Se ha observado que varias enfermedades se caracterizan por un nivel sérico elevado de CCL18 o CCL20. Esto
quiere decir que el nivel sérico de CCL18 o CCL20 de un paciente que padece la enfermedad es mas alto que el
nivel sérico de CCL18 o CCL20 de los controles sanos.

Asi, la presente invencién también se refiere al polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la invencion o a una
composicion farmacéutica segun la invencién para uso en el tratamiento o la prevencion de una enfermedad que se
caracteriza por un nivel sérico elevado de CCL18 y/o CCL20. La expresion "nivel sérico elevado de CCL18 y/o
CCL20" quiere decir que el nivel de CCL18 y/o CCL20 en suero de un paciente que padece la enfermedad es mas
alto que el nivel de CCL18 y/o CCL20 en suero de un control sano.

En otro aspecto la presente invencion también se refiere al polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la
invencion o a una composicion farmacéutica segun la invenciéon para uso en el tratamiento o la prevencion de una
enfermedad que se selecciona del grupo que consiste en una enfermedad pulmonar intersticial, cancer, enfermedad
de Gaucher, talasemia, preferiblemente R-talasemia, artritis reumatoide, fibrosis retroperitoneal (enfermedad de
Ormond) y/o enfermedad cutanea inflamatoria crénica, preferiblemente dermatitis atépica o penfigoide ampolloso.

En una realizacion preferida, la enfermedad pulmonar intersticial se selecciona del grupo que consiste en
enfermedad parenquimatosa pulmonar difusa de causa conocida (preferiblemente colagenosis vascular o
enfermedad parenquimatosa pulmonar difusa por exposicion ambiental o por toxicidad por farmacos), enfermedad
parenquimatosa pulmonar difusa granulomatosa (preferiblemente sarcoidosis) y otras formas de enfermedad
parenquimatosa pulmonar difusa (preferiblemente linfangioleiomiomatosis (LAM), histiocitosis de células de
Langerhans/histiocitosis X (HX) o neumonia eosindfila).

En otra realizacion preferida, la enfermedad pulmonar intersticial es una neumonia intersticial idiopatica.

En una realizacion particularmente preferida, la enfermedad pulmonar intersticial se selecciona del grupo que
consiste en fibrosis pulmonar idiopatica, neumonia intersticial no especifica, neumonia organizada criptogénica,
bronquiolitis respiratoria asociada a enfermedad pulmonar intersticial, neumonia intersticial descamativa, neumonia
intersticial aguda y neumonia intersticial linfocitica. Lo mas preferiblemente, la enfermedad pulmonar intersticial es
fibrosis pulmonar idiopatica.

En una realizacién preferida adicional, el cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer de pulmoén, cancer
de mama, cancer de pancreas, cancer de préstata, neuroblastoma, melanoma, cancer cerebral, cancer renal, cancer
de vejiga, cancer de ovario, cancer hematolégico y cancer de colon.

En una realizacion particularmente preferida, el cancer se selecciona del grupo que consiste en adenocarcinoma,
preferiblemente adenocarcinoma de pulmén, mesotelioma pleural, carcinoma colorrectal, carcinoma de préstata,
carcinoma de mama, carcinoma de células renales, carcinoma hepatocelular, linfoma no Hodgkin y linfoma de
Hodgkin. Lo mas preferiblemente, el cancer es adenocarcinoma, preferiblemente adenocarcinoma de pulmon.

En otro aspecto adicional, la presente invencion se refiere al polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la
invencion o a una composicion farmacéutica segun la invenciéon para uso en el tratamiento o la prevencion de una
enfermedad pulmonar intersticial y/o un cancer.

Como se emplea en la presente memoria, el término "prevencion" y sus equivalentes gramaticales se refieren a
reducir la predisposicion o el riesgo de un sujeto de desarrollar una enfermedad pulmonar intersticial y/o un cancer.

En otro aspecto la presente invencion se refiere al uso del polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la
invencidn o a una composicion farmacéutica segun la invencién para fabricar un medicamento para tratar o prevenir
una enfermedad pulmonar intersticial y/o un cancer.

En otro aspecto la presente invencion también se refiere a un agente de deteccidon especifico para el polipéptido
receptor CCR6 soluble aislado segun la invencion.
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En una realizacion preferida, el agente de deteccién es un anticuerpo o un aptamero.

Un"aptamero" puede ser un aptamero de ADN, ARN o peptidico. Un aptamero polinucleotidico tiene preferiblemente
entre aproximadamente 10 y aproximadamente 300 nucledtidos de longitud. Preferiblemente un aptamero tiene
entre aproximadamente 30 y aproximadamente 100 nucleétidos de longitud. Lo mas preferiblemente un aptamero
tiene entre aproximadamente 10 y 60 nucledtidos de longitud. Los aptameros pueden prepararse por cualquier
método conocido en la técnica, como, p. €]., métodos de sintesis, recombinacion y purificacion.

Preferiblemente, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal o policlonal. En algunas realizaciones, el agente de
deteccion también se puede seleccionar de variantes o fragmentos de anticuerpo tales como, p. €j., anticuerpos de
cadena sencilla, diacuerpos, minianticuerpos, fragmentos Fv de cadena sencilla (sc(Fv)), anticuerpos sc(Fv)y,
fragmentos Fab o fragmentos F(ab'),. El agente de deteccion preferiblemente comprende un marcador detectable.
Anteriormente en la presente memoria se han descrito marcadores adecuados.

Un agente de deteccion es especifico para el polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la invencion, si se
une al polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la invencion con una afinidad mayor que a cualquier otro
compuesto presente en una muestra (es decir un compuesto no diana). Preferiblemente, un agente de deteccién es
especifico para el polipéptido receptor CCRG6 soluble aislado segun la invencion si se une solo al polipéptido receptor
CCRG6 soluble aislado segun la invencion y no se une en absoluto a un compuesto no diana.

En una realizacion preferida, la enfermedad pulmonar intersticial se selecciona del grupo que consiste en
enfermedad parenquimatosa pulmonar difusa de causa conocida (preferiblemente colagenosis vascular o
enfermedad parenquimatosa pulmonar difusa por exposicion ambiental o por toxicidad por farmacos), enfermedad
parenquimatosa pulmonar difusa granulomatosa (preferiblemente sarcoidosis) y otras formas de enfermedad
parenquimatosa pulmonar difusa (preferiblemente linfangioleiomiomatosis (LAM), histiocitosis de células de
Langerhans/histiocitosis X (HX) o neumonia eosindfila).

En otra realizacion preferida, la enfermedad pulmonar intersticial es una neumonia intersticial idiopatica.

En una realizacion particularmente preferida, la enfermedad pulmonar intersticial se selecciona del grupo que
consiste en fibrosis pulmonar idiopatica, neumonia intersticial no especifica, neumonia organizada criptogénica,
bronquiolitis respiratoria asociada a enfermedad pulmonar intersticial, neumonia intersticial descamativa, neumonia
intersticial aguda y neumonia intersticial linfocitica. Lo mas preferiblemente, la enfermedad pulmonar intersticial es
fibrosis pulmonar idiopatica.

En una realizacién preferida adicional, el cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer de pulmoén, cancer
de mama, cancer de pancreas, cancer de préstata, neuroblastoma, melanoma, cancer cerebral, cancer renal, cancer
de vejiga, cancer de ovario, cancer hematoldgico y cancer de colon.

En una realizacion particularmente preferida, el cancer se selecciona del grupo que consiste en adenocarcinoma,
preferiblemente adenocarcinoma de pulmén, mesotelioma pleural, carcinoma colorrectal, carcinoma de préstata,
carcinoma de mama, carcinoma de células renales, carcinoma hepatocelular, linfoma no Hodgkin y linfoma de
Hodgkin. Lo mas preferiblemente, el cancer es adenocarcinoma, preferiblemente adenocarcinoma de pulmoén.

En un aspecto adicional, la presente invencion también se refiere a un agente de deteccion especifico para el
receptor CCR6 o para el polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la invencién para uso en la deteccion de
una enfermedad pulmonar intersticial o un cancer en una muestra de un sujeto.

En una realizacion preferida, la enfermedad pulmonar intersticial se selecciona del grupo que consiste en
enfermedad parenquimatosa pulmonar difusa de causa conocida (preferiblemente colagenosis vascular o
enfermedad parenquimatosa pulmonar difusa por exposicion ambiental o por toxicidad por farmacos), enfermedad
parenquimatosa pulmonar difusa granulomatosa (preferiblemente sarcoidosis) y otras formas de enfermedad
parenquimatosa pulmonar difusa (preferiblemente linfangioleiomiomatosis (LAM), histiocitosis de células de
Langerhans/histiocitosis X (HX) o neumonia eosindfila).

En otra realizacion preferida, la enfermedad pulmonar intersticial es una neumonia intersticial idiopatica.

En una realizacion particularmente preferida, la enfermedad pulmonar intersticial se selecciona del grupo que
consiste en fibrosis pulmonar idiopatica, neumonia intersticial no especifica, neumonia organizada criptogénica,
bronquiolitis respiratoria asociada a enfermedad pulmonar intersticial, neumonia intersticial descamativa, neumonia
intersticial aguda y neumonia intersticial linfocitica. Lo mas preferiblemente, la enfermedad pulmonar intersticial es
fibrosis pulmonar idiopatica.

En una realizacién preferida adicional, el cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer de pulmoén, cancer
de mama, cancer de pancreas, cancer de préstata, neuroblastoma, melanoma, cancer cerebral, cancer renal, cancer
de vejiga, cancer de ovario, cancer hematolégico y cancer de colon.
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En una realizacion particularmente preferida, el cancer se selecciona del grupo que consiste en adenocarcinoma,
preferiblemente adenocarcinoma de pulmén, mesotelioma pleural, carcinoma colorrectal, carcinoma de préstata,
carcinoma de mama, carcinoma de células renales, carcinoma hepatocelular, linfoma no Hodgkin y linfoma de
Hodgkin. Lo mas preferiblemente, el cancer es adenocarcinoma, preferiblemente adenocarcinoma de pulmon.

En otra realizacion preferida, el agente de deteccion es un anticuerpo o un aptamero.

Un"aptamero" puede ser un aptamero de ADN, ARN o peptidico. Un aptamero polinucleotidico tiene preferiblemente
entre aproximadamente 10 y aproximadamente 300 nucledtidos de longitud. Preferiblemente un aptamero tiene
entre aproximadamente 30 y aproximadamente 100 nucleétidos de longitud. Lo mas preferiblemente un aptamero
tiene entre aproximadamente 10 y 60 nucledtidos de longitud. Los aptameros pueden prepararse por cualquier
método conocido en la técnica, como, p. €j., métodos de sintesis, recombinacion y purificacion.

Preferiblemente, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal o policlonal. En algunas realizaciones, el agente de
deteccion también se puede seleccionar de variantes o fragmentos de anticuerpo tales como, p. €j., anticuerpos de
cadena sencilla, diacuerpos, minianticuerpos, fragmentos Fv de cadena sencilla (sc(Fv)), anticuerpos sc(Fv),,
fragmentos Fab o fragmentos F(ab'),. El agente de deteccion preferiblemente comprende un marcador detectable.
Anteriormente en la presente memoria se han descrito marcadores adecuados.

Un agente de deteccion es especifico para el receptor CCR6 o para el polipéptido receptor CCR6 soluble aislado
segun la invencion, si se une al receptor CCR6 o al polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la invencion
con una afinidad mayor que a cualquier otro compuesto presente en una muestra (es decir un compuesto no diana).
Preferiblemente, un agente de deteccion es especifico para el receptor CCR6 o el polipéptido receptor CCR6 soluble
aislado segun la invencion si se une solo al receptor CCR6 o al polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la
invencion y no se une en absoluto a un compuesto no diana.

En este contexto, la muestra de un sujeto puede ser una muestra liquida o una muestra solida. En una realizacion
preferida, la muestra de un sujeto se selecciona del grupo que consiste en suero, plasma, lavado broncoalveolar,
derrame pleural, esputo, saliva y orina. En una realizacién particularmente preferida, la muestra liquida de un sujeto
es suero. En otra realizacion preferida, la muestra del sujeto es una muestra de tejido, preferiblemente una muestra
de tejido pulmonar. Las muestras de tejido pueden ser, p. €j., muestras de tejido frescas o congeladas o fijadas e
incluidas en parafina. En una realizacién preferida, la muestra puede ser una muestra de biopsia o de resecciéon. En
otra realizacion preferida, la muestra es una muestra de cepillado bronquial.

En una realizacion preferida del método segun la invencion, del polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la
invencion, del kit de diagnostico segun la invencién, de la composiciéon farmacéutica segun la invencion, del uso
segun la invencion y/o del agente de deteccion segun la invencion, la enfermedad pulmonar intersticial se selecciona
del grupo que consiste en enfermedad parenquimatosa pulmonar difusa de causa conocida (preferiblemente
colagenosis vascular o enfermedad parenquimatosa pulmonar difusa por exposicion ambiental o por toxicidad por
farmacos), enfermedad parenquimatosa pulmonar difusa granulomatosa (preferiblemente sarcoidosis) y otras formas
de enfermedad parenquimatosa pulmonar difusa (preferiblemente linfangioleiomiomatosis (LAM), histiocitosis de
células de Langerhans/histiocitosis X (HX) o neumonia eosindfila).

En una realizacion particularmente preferida del método segun la invencion, del polipéptido receptor CCR6 soluble
aislado segun la invencion, del kit de diagndstico segun la invencion, de la composicion farmacéutica segun la
invencion, del uso segun la invencion y/o del agente de deteccion segun la invencion, la enfermedad pulmonar
intersticial es una neumonia intersticial idiopatica.

En ofra realizacion preferida del método segun la invencion, del polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la
invencion, del kit de diagnostico segun la invencion, de la composiciéon farmacéutica segun la invencion, del uso
segun la invencion y/o del agente de deteccion segun la invencion, la enfermedad pulmonar intersticial se selecciona
del grupo que consiste en fibrosis pulmonar idiopatica, neumonia intersticial no especifica, neumonia organizada
criptogénica, bronquiolitis respiratoria asociada a enfermedad pulmonar intersticial, neumonia intersticial
descamativa, neumonia intersticial aguda y neumonia intersticial linfocitica.

En una realizacion particularmente preferida del método segun la invencion, del polipéptido receptor CCR6 soluble
aislado segun la invencion, del kit de diagnéstico segun la invencion, de la composicion farmacéutica segun la
invencion, del uso segun la invenciéon y/o del agente de deteccidon segun la invencion la enfermedad pulmonar
intersticial es fibrosis pulmonar idiopatica. Para un resumen de la clasificacién de las enfermedades pulmonares
intersticiales, el experto en la técnica puede referirse, p. €j., al articulo American Thoracic Society/European
Respiratory Society International Multidisciplinary Consensus Classification of the Idiopathic Interstitial Pneumonias,
American Thoracic Society; European Respiratory Society, Am J Respir Crit Care Med. 15 de enero de
2002;165(2):277-304. En algunas realizaciones, la enfermedad pulmonar intersticial puede estar provocada por una
enfermedad que se selecciona del grupo que consiste en manifestaciones pulmonares de la esclerodermia,
sarcoidosis, neumonitis por hipersensibilidad, artritis reumatoide, lupus eritematoso y asbestosis.

En ofra realizacion preferida del método segun la invencion, del polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun la
invencion, del kit de diagnostico segun la invencién, de la composiciéon farmacéutica segun la invencion, del uso
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segun la invencion y/o del agente de deteccion segun la invencion, el cancer se selecciona del grupo que consiste
en cancer de pulmén, cancer de mama, cancer de pancreas, cancer de préstata, neuroblastoma, melanoma, cancer
cerebral, cancer renal, cancer de vejiga, cancer de ovario, cancer hematoldgico y cancer de colon.

En una realizacién preferida adicional del método segun la invencion, del polipéptido receptor CCR6 soluble aislado
segun la invencion, del kit de diagndstico segun la invencion, de la composicion farmacéutica segun la invencion, del
uso segun la invencion y/o del agente de deteccidon segun la invencioén, el cancer se selecciona del grupo que
consiste en adenocarcinoma, preferiblemente adenocarcinoma de pulmén, mesotelioma pleural, carcinoma
colorrectal, carcinoma de prostata, carcinoma de mama, carcinoma de células renales, carcinoma hepatocelular,
linfoma no Hodgkin y linfoma de Hodgkin.

En una realizacion particularmente preferida del método segun la invencion, del polipéptido receptor CCR6 soluble
aislado segun la invencion, del kit de diagnéstico segun la invencion, de la composicion farmacéutica segun la
invencion, del uso segun la invencioén y/o del agente de deteccion segun la invencion, el cancer es cancer de pulmén,
lo mas preferiblemente adenocarcinoma de pulmoén, o mesiotelioma pleural. En la realizacion mas preferida, el
cancer es adenocarcinoma de pulmon.

Los autores de la presente invencion también encontraron sorprendentemente que los inhibidores de la actividad del
receptor CCR6 pueden emplearse para el tratamiento de una enfermedad pulmonar intersticial o un cancer.

Por tanto, en un aspecto adicional, la presente invencién se refiere a un polipéptido aislado que comprende o
consiste en una secuencia de aminoacidos que se selecciona del grupo que consiste en:

(a) una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de al menos el 80 %, preferiblemente al
menos el 85 %, mas preferiblemente al menos el 90 %, incluso mas preferiblemente al menos el 95 % vy lo
mas preferiblemente el 100 % con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 9, 22 0 23; y

(b) un fragmento de la secuencia de aminoacidos segun (a);
en el que dicho polipéptido aislado es capaz de unirse e inhibir la actividad del receptor CCR6.

preferiblemente dicho receptor CCR6 es el receptor CCR6 humano. En una realizacion preferida, dicho receptor
CCRG6 es un polipéptido codificado por la secuencia segun la SEQ ID NO.: 3 o la SEQ ID NO.: 4. En otra realizacion
preferida, dicho receptor CCR6 es un polipéptido segin la SEQ ID NO.: 27.

En una realizacion preferida, la secuencia de aminoacidos segun (a) presenta una identidad de al menos el 91 %,
incluso mas preferiblemente al menos el 92 %, incluso mas preferiblemente al menos el 93 %, incluso mas
preferiblemente al menos el 94 %, incluso mas preferiblemente al menos el 95 %, incluso mas preferiblemente al
menos el 96 %, incluso mas preferiblemente al menos el 97 %, incluso mas preferiblemente al menos el 98 % o
incluso mas preferiblemente al menos el 99 % con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 9, SEQ ID NO.: 22 o la SEQ
ID NO.: 23. En la realizacion mas preferida, la secuencia de aminoacidos segun (a) presenta una identidad del
100 % con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 9, la SEQ ID NO.: 22 o la SEQ ID NO.: 23.

En otra realizacién preferida, la secuencia de aminoacidos segun (a) presenta una identidad de al menos el 91 %,
incluso mas preferiblemente al menos el 92 %, incluso mas preferiblemente al menos el 93 %, incluso mas
preferiblemente al menos el 94 %, incluso mas preferiblemente al menos el 95 %, incluso mas preferiblemente al
menos el 96 %, incluso mas preferiblemente al menos el 97 %, incluso mas preferiblemente al menos el 98 % o
incluso mas preferiblemente al menos el 99 % con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 9. En una realizacién
preferida adicional, la secuencia de aminoacidos segun (a) es una secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO.:
9.

En una realizacion preferida adicional, la secuencia de aminoacidos segun (a) presenta una identidad de al menos el
91 %, incluso mas preferiblemente al menos el 92 %, incluso mas preferiblemente al menos el 93 %, incluso mas
preferiblemente al menos el 94 %, incluso mas preferiblemente al menos el 95 %, incluso mas preferiblemente al
menos el 96 %, incluso mas preferiblemente al menos el 97 %, incluso mas preferiblemente al menos el 98 % o
incluso mas preferiblemente al menos el 99 % con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 22. En una realizacién
preferida adicional, la secuencia de aminoacidos segun (a) es una secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO.:
22.

En otra realizacién preferida, la secuencia de aminoacidos segun (a) presenta una identidad de al menos el 91 %,
incluso mas preferiblemente al menos el 92 %, incluso mas preferiblemente al menos el 93 %, incluso mas
preferiblemente al menos el 94 %, incluso mas preferiblemente al menos el 95 %, incluso mas preferiblemente al
menos el 96 %, incluso mas preferiblemente al menos el 97 %, incluso mas preferiblemente al menos el 98 % o
incluso mas preferiblemente al menos el 99 % con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 23. En una realizacion
preferida adicional, la secuencia de aminoacidos segun (a) es una secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO.:
23.
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En algunas realizaciones preferidas, la secuencia de aminoacidos segun (a) puede mostrar una identidad de al
menos el 80 %, preferiblemente al menos el 85 %, mas preferiblemente al menos el 90 %, mas preferiblemente al
menos el 91 %, mas preferiblemente al menos el 92 %, mas preferiblemente al menos el 93 %, mas preferiblemente
al menos el 94 %, mas preferiblemente al menos el 95 %, mas preferiblemente al menos el 96 %, mas
preferiblemente al menos el 97 %, mas preferiblemente al menos el 98 % o incluso mas preferiblemente al menos el
99 % con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 9y la SEQ ID NO.: 22.

En otra realizacion preferida, en la secuencia de aminoacidos segun (a) no se han cambiado (es decir, eliminado,
insertado, modificado y/o sustituido por otros aminoacidos) mas de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 aminoacidos de la
secuencia segun la SEQ ID NO:9, la SEQ ID NO.: 22 o la SEQ ID NO.: 23.

En una realizacién preferida adicional, en la secuencia de aminoacidos segun (a) no se han cambiado (es decir,
eliminado, insertado, modificado y/o sustituido por otros aminoacidos) mas de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10
aminoacidos de la secuencia segun la SEQ ID NO:9. En otra realizacion preferida, en la secuencia de aminoacidos
segun (a) no se han cambiado (es decir, eliminado, insertado, modificado y/o sustituido por otros aminoacidos) mas
de 1, 2,3,4,5,6,7, 8,90 10 aminoacidos de la secuencia segun la SEQ ID NO:22 . En otra realizacion preferida
mas, en la secuencia de aminoacidos segun (a) no se han cambiado (es decir, eliminado, insertado, modificado y/o
sustituido por otros aminoacidos) mas de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 aminoacidos de la secuencia segun la SEQ ID
NO:23.

Los aminoacidos del polipéptido soluble segun la invencion referido también pueden estar modificados, p. €j.,
quimicamente modificados. Por ejemplo, la cadena lateral o el extremo amino o carboxi libre de un aminoacido de la
proteina pueden estar modificados, p. €j., por glicosilacion, amidacion, fosforilacion, ubiquitinacion, etc.

En una realizacion preferida, la secuencia de aminoacidos segun (a) comprende al menos 8 aminoacidos
consecutivos de la secuencia segun la SEQ ID NO.: 9, 22 o 23. Asi, en una realizacion preferida, la secuencia de
aminoacidos segun (a) presenta una identidad de al menos el 80 %, preferiblemente al menos el 85 %, mas
preferiblemente al menos el 90 %, mas preferiblemente al menos el 91 %, mas preferiblemente al menos el 92 %,
mas preferiblemente al menos el 93 %, mas preferiblemente al menos el 94 %, mas preferiblemente al menos el
95 %, mas preferiblemente al menos el 96 %, mas preferiblemente al menos el 97 %, mas preferiblemente al menos
el 98 % , incluso mas preferiblemente al menos el 99 % o lo mas preferiblemente el 100 % con la secuencia segun la
SEQ ID NO.: 9, 22 0 23 y comprende al menos 8 aminoacidos consecutivos de la secuencia segun la SEQ ID NO.: 9,
22, 0 23. En otra realizacion preferida, la secuencia de aminoacidos segun (a) presenta una identidad de al menos el
80 %, preferiblemente al menos el 85 %, mas preferiblemente al menos el 90 %, mas preferiblemente al menos el
91 %, mas preferiblemente al menos el 92 %, mas preferiblemente al menos el 93 %, mas preferiblemente al menos
el 94 %, mas preferiblemente al menos el 95 %, mas preferiblemente al menos el 96 %, mas preferiblemente al
menos el 97 %, mas preferiblemente al menos el 98 % , incluso mas preferiblemente al menos el 99 % o lo mas
preferiblemente el 100 % con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 9 y comprende al menos 8 o al menos 15
aminoacidos consecutivos de la secuencia segun la SEQ ID NO.: 9. En una realizacion preferida adicional, la
secuencia de aminoacidos segun (a) presenta una identidad de al menos el 80 %, preferiblemente al menos el 85 %,
mas preferiblemente al menos el 90 %, mas preferiblemente al menos el 91 %, mas preferiblemente al menos el
92 %, mas preferiblemente al menos el 93 %, mas preferiblemente al menos el 94 %, mas preferiblemente al menos
el 95 %, mas preferiblemente al menos el 96 %, mas preferiblemente al menos el 97 %, mas preferiblemente al
menos el 98 %, incluso mas preferiblemente al menos el 99 % o lo mas preferiblemente el 100 % con la secuencia
segun la SEQ ID NO.: 22 y comprende al menos 8 o al menos 15 aminoacidos consecutivos de la secuencia segun
la SEQ ID NO.: 22. En otra realizacion preferida, la secuencia de aminoacidos segun (a) presenta una identidad de
al menos el 80 %, preferiblemente al menos el 85 %, mas preferiblemente al menos el 90 %, mas preferiblemente al
menos el 91 %, mas preferiblemente al menos el 92 %, mas preferiblemente al menos el 93 %, mas preferiblemente
al menos el 94 %, mas preferiblemente al menos el 95 %, mas preferiblemente al menos el 96 %, mas
preferiblemente al menos el 97 %, mas preferiblemente al menos el 98 % , incluso mas preferiblemente al menos el
99 % o lo mas preferiblemente el 100 % con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 23 y comprende al menos 8 o al
menos 15 aminoacidos consecutivos de la secuencia segun la SEQ ID NO.: 23. En ofra realizacion preferida, la
secuencia de aminoacidos segun (a) presenta una identidad de al menos el 95 %, el 98 % o el 100 % con la
secuencia segun la SEQ ID NO.: 9, 22 o 23 y comprende 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 o al menos 20
aminoacidos consecutivos de la secuencia segun la SEQ ID NO.: 9, 22 o 23. En una realizacién mas preferida, la
secuencia de aminoacidos segun (a) presenta una identidad de al menos el 95 %, el 98 % o el 100 % con la
secuencia segun la SEQ ID NO.: 9, 22, 0 23 y comprende al menos 8 o al menos 15 aminoacidos consecutivos de la
secuencia segun la SEQ ID NO.: 9, la SEQ ID NO.: 22 o la SEQ ID NO.: 23.

En una realizacion preferida adicional, la secuencia de aminoacidos segun (a) presenta una identidad de al menos el
95 %, el 98 % o el 100 % con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 9 y comprende 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 o al
menos 20 aminoacidos consecutivos de la secuencia segun la SEQ ID NO.: 9.

En otra realizacion preferida, la secuencia de aminoacidos segun (a) presenta una identidad de al menos el 95 %, el
98 % o el 100 % con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 22 y comprende al menos 9, al menos 10, al menos 11, al
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menos 12, al menos 13, al menos 14, al menos 15, al menos 16, al menos 17, al menos 18, al menos 19 o al menos
20 aminoacidos consecutivos de la secuencia seguin la SEQ ID NO.: 22.

En una realizacion preferida adicional, la secuencia de aminoacidos segun (a) presenta una identidad de al menos el
95 %, el 98 % o el 100 % con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 23 y comprende 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 o al menos 20 aminoacidos consecutivos de la secuencia segun la SEQ ID NO.: 23.

En una realizacion preferida, el polipéptido soluble aislado segun la invencion tiene una longitud de menos de 3000
aminoacidos, preferiblemente menos de 2000 aminoacidos, mas preferiblemente menos de 1000 aminoacidos, mas
preferiblemente menos de 500 aminoacidos, mas preferiblemente menos de 300 aminoacidos, mas preferiblemente
menos de 200 aminoacidos, mas preferiblemente menos de 100 aminoacidos o lo mas preferiblemente menos de 50
aminoacidos.

En una realizacion preferida adicional, el polipéptido aislado segun la invencion tiene una longitud de entre al menos
8 y al menos 3000 aminoacidos, preferiblemente entre al menos 8 y al menos 2000 aminoacidos, mas
preferiblemente entre al menos 8 y al menos 1000 aminoacidos, mas preferiblemente entre al menos 8 y 500
aminoacidos, mas preferiblemente entre al menos 8 y 300 aminoacidos, mas preferiblemente entre al menos 8 y 200
aminoacidos, e incluso mas preferiblemente entre al menos 8 y 100 aminoacidos o entre al menos 8 y 50
aminoacidos.

Lo mas preferiblemente, el polipéptido aislado segun la invencion tiene una longitud de al menos 8, al menos 29 o al
menos 31 aminoacidos.

En otra realizacion preferida, el polipéptido aislado segun (a) tiene una longitud de entre al menos 29 y 3000
aminoacidos, preferiblemente entre al menos 29 y 2000 aminoacidos, mas preferiblemente entre al menos 29 y 1000
aminoacidos, entre al menos 29 y 500 aminoacidos, entre al menos 29 y 300 aminoacidos, entre al menos 29 y 200
aminoacidos, entre al menos 29 y 100 aminoacidos o entre al menos 29 y 50 aminoacidos.

En una realizacion preferida adicional, el polipéptido aislado segun (a) tiene una longitud de entre al menos 31 y
3000 aminoacidos, preferiblemente entre al menos 31 y 2000 aminoacidos, mas preferiblemente entre al menos 31y
1000 aminoacidos, entre al menos 31 y 500 aminoacidos, entre al menos 31 y 300 aminoacidos, entre al menos 31y
200 aminoacidos, entre al menos 31 y 100 aminoacidos o entre al menos 3 y 50 aminoacidos.

Un fragmento es habitualmente una porcién de la secuencia de aminoacidos a la que se refiere.

En una realizacion preferida, el fragmento segun (b) tiene 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
aminoacidos de longitud. En una realizacion preferida, el fragmento segun (b) tiene una longitud de al menos 10, al
menos 15 o al menos o al menos 20 aminoacidos. En la realizacion mas preferida, el fragmento segun (b) tiene una
longitud de 15 aminoacidos.

En otra realizacion particularmente preferida, el polipéptido aislado segun la invenciéon comprende o consiste en una
secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO.: 9, la SEQ ID NO.: 22 o la SEQ ID NO.: 23, en la que dicho
polipéptido es capaz de unirse e inhibir la actividad del receptor CCR6. Lo mas preferiblemente el polipéptido aislado
segun la invencion referido comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO.: 9, en el
que dicho polipéptido es capaz de unirse e inhibir la actividad del receptor CCR6.

La capacidad de un polipéptido segun la invencion de unirse al receptor CCR6 puede determinarse mediante
cualquier método adecuado conocido por el experto en la técnica. Por ejemplo, el experto en la técnica puede
determinar si un polipéptido es capaz de unirse al receptor CCR6 usando un sistema de doble hibrido en levadura o
un ensayo bioquimico tal como p.ej. un ensayo de inmunoprecipitacion, un ensayo de inmunoabsorcion ligado a
enzimas (ELISA), un ensayo de union a radioligandos cuantitativo, un ensayo basado en la separacion de células
activada por fluorescencia (FACS), un ensayo de resonancia de plasmones o cualquier otro método conocido por €l
experto en la técnica. A la hora de utilizar ensayos de inmunoprecipitacion o de resonancia de plasmones, es Uutil
fusionar al menos una de las proteinas a un marcador de afinidad tag como His-Tag, GST-Tag u otro, como es
conocido en la técnica de la bioquimica.

La expresion "inhibir la actividad del receptor CCR6" como se emplea en la presente memoria quiere decir que se
reduce o anula la actividad del receptor CCRG6 y/o que se inhibe la activacion del receptor CCR6.

Por ejemplo, en una realizacién, un polipéptido aislado segun la invencion o cualquier otro compuesto capaz de
inhibir la actividad y/o la expresion del receptor CCR6 descrito en la presente memoria puede bloquear
estéricamente el receptor CCR®6, de tal forma que un agonista del receptor CCR6 (p. €j. la CCL18 o la CCL20) no
puedan activar el receptor. Asi, la inhibicion de la actividad del receptor CCR6 puede deberse, p. €j., a la inhibicion
de la interaccion del receptor CCR6 con uno de sus ligandos, es decir la CCL18 y/o la CCL20, por un polipéptido o
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cualquier otro compuesto que se une al receptor CCR6 pero que en si mismo no actia de mediador de un evento de
sefalizacion.

En otra realizaciéon, un polipéptido aislado segun la invencién, o cualquier otro compuesto capaz de inhibir la
actividad y/o la expresion del receptor CCR6, puede reducir o anular la actividad previa del receptor CCR6.

La capacidad de un polipéptido aislado segun la invencion, o de cualquier otro compuesto a analizar, de inhibir la
actividad del receptor CCR6 puede determinarse, p. €j., midiendo la expresion en la superficie celular del receptor
CCR6 como se describe mas adelante en la presente memoria en el ejemplo 6 y en las figuras 13 y 14, donde la
inhibicion de la internalizacion del receptor CCR6 en presencia de un agonista del receptor CCR6 (tal como, p. €j.,
CCL18) y el polipéptido aislado u otro compuesto a analizar, comparado con un control (p. ej. solo en presencia de
un agonista del receptor CCR®6) indica que el polipéptido aislado u otro compuesto es capaz de inhibir la actividad
del receptor CCR6.

En otro ejemplo, el experto en la técnica también puede determinar la capacidad de un polipéptido aislado segun la
invencion, o de cualquier otro compuesto a analizar, de inhibir la actividad del receptor CCR6 incubando las células
que expresan CCR6 en presencia de un agonista del receptor CCR6, tal como, p. €j., la CCL18 o la CCL20, y en
presencia o ausencia del polipéptido aislado u otro compuesto a analizar y posteriormente lisar las células y analizar
por Western blot la fosforilacion de la ERK, una molécula situada mas abajo en la via de sefalizacion de CCR6. En
este ejemplo, un nivel de fosforilacion de la ERK en presencia del polipéptido u otro compuesto a analizar menor que
el nivel de fosforilacion de la ERK en ausencia del polipéptido aislado u otro compuesto a analizar indica que el
polipéptido u otro compuesto es capaz de inhibir la actividad del receptor CCR6. Un método para determinar la
fosforilacion de la ERK por Western blot se describe, p.gj., en Lin et al. J Proteome Res. 2010 ene; 9(1):283-97. En
un ejemplo analogo, se puede analizar la fosforilacion de otros efectores situados mas abajo en la via del CCR6
tales como, p. €j., las cinasa Akt, SAPK/JNK, la fosfatidilinositol 3-cinasa o la fosfolipasa C para determinar si un
polipéptido aislado segun la invencion o cualquier otro compuesto a analizar es capaz de inhibir actividad del
receptor CCR6.

La capacidad de un polipéptido aislado segun la invencion, o de cualquier otro compuesto a analizar, de inhibir la
actividad del receptor CCR6 también puede determinarse, p. €j., midiendo la liberacién de FGF2 estimulada por la
CCL18 o la induccion de colageno y/o a-SMA mediada por la CCL18 en presencia de dicho polipéptido u otro
compuesto, p. €j., como se describe mas adelante en la presente memoria en el ejemplo 4 y las figuras 4 y 5. En
este ejemplo, una inhibicion del aumento del FGF2 inducido por la CCL18 y/o una inhibicién de la induccion de la
expresion de colageno y/o de a-SMA mediada por la CCL18 en presencia del polipéptido o de otro compuesto a
analizar relativas a un control, al que no se ha afiadido el polipéptido u otro compuesto, indica que el polipéptido
aislado u otro compuesto es capaz de inhibir la actividad del receptor CCR6. Ademas, para determinar la capacidad
de un polipéptido aislado segun la invencion, o de cualquier otro compuesto a analizar, de inhibir la actividad del
receptor CCRG, el experto en la técnica también puede determinar si reduce o anula la induccién de la transicion
epitelio-mesénquima (TEM) por la CCL18.

Como alternativa, o ademas, se puede emplear cualquier otro método que sea adecuado para determinar la
actividad del receptor CCR6 y que esté comprendido en la técnica y sea conocido por las personas de experiencia
ordinaria en la técnica.

Un polipéptido aislado segun la invencién o cualquier otro compuesto que sea capaz de inhibir la actividad del
receptor CCR6, puede inhibir la actividad del 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 %, mas 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 % respecto a un control. En
algunas realizaciones preferidas, un polipéptido segun la invenciéon, o cualquier otro compuesto descrito en la
presente memoria que sea capaz de inhibir la actividad del receptor CCR6, puede inhibir la actividad del receptor
CCR6 un 100 %.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un polinucleétido aislado que codifica el polipéptido aislado segun
la invencion.

En una realizacion preferida, el polinucledtido aislado segun la invencién tiene una longitud de menos de 6000
nucledtidos, menos de 5000 nucledtidos, menos de 4000 nucledtidos, menos de 3000 nucledtidos, menos de 2000
nucledtidos, menos de 1000 nucleétidos o menos de 500 nucledtidos.

En una realizacion preferida adicional, el polinucledtido aislado segun la invencion tiene una longitud de entre al
menos 24 y 9000 nucledtidos, preferiblemente entre al menos 24 y 8000 nucledtidos, mas preferiblemente entre al
menos 24 y 7000 nucleétidos, mas preferiblemente entre al menos 24 y 6000 nucledtidos, mas preferiblemente entre
al menos 24 y 5000 nucledtidos, mas preferiblemente entre al menos 24 y 4000 nucledtidos, mas preferiblemente
entre al menos 24 y 3000 nucledtidos, mas preferiblemente entre al menos 24 y 2000 nucleétidos, mas
preferiblemente entre al menos 24 y 1000 nucledtidos o incluso mas preferiblemente entre al menos 24 y 500
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nucledtidos. En otra realizacion preferida, un polinucleétido aislado segun la invencion tiene una longitud de al
menos 24, al menos 87 o al menos 93 nucledtidos.

En ofra realizacion preferida, el polinucledtido aislado segun la invencion tiene una longitud de entre al menos 87 y
9000 nucleodtidos, preferiblemente entre al menos 87 y 8000 nucledtidos, mas preferiblemente entre al menos 87 y
7000 nucledtidos, mas preferiblemente entre al menos 87 y 6000 nucledtidos, mas preferiblemente entre al menos
87 y 5000 nucleodtidos, mas preferiblemente entre al menos 87 y 4000 nucledtidos, mas preferiblemente entre al
menos 87 y 3000 nucledtidos, mas preferiblemente entre al menos 87 y 2000 nucledtidos, mas preferiblemente entre
al menos 87 y 1000 nucledtidos o incluso mas preferiblemente entre al menos 87 y 500 nucledtidos.

En ofra realizacién preferida, un polinucleétido aislado segun la invencion tiene una longitud de al menos 87
nucledtidos, al menos 100 nucledtidos, al menos 200 nucledtidos, al menos 500 nucledtidos, al menos el 800
nucledtidos, al menos 1000 nucledtidos, al menos 1500 nucledtidos, al menos 2000 nucledtidos, al menos 2500
nucledtidos, al menos 3000 nucleétidos o al menos 3500 nucledtidos. En una realizacién particularmente preferida,
un polinucledtido aislado segun la invencién tiene una longitud de al menos 87 nucledtidos o al menos 100
nucleotidos.

En ofra realizacion preferida, el polinucledtido aislado segun la invencion tiene una longitud de entre al menos 93 y
9000 nucleodtidos, preferiblemente entre al menos 93 y 8000 nucledtidos, mas preferiblemente entre al menos 93 y
7000 nucledtidos, mas preferiblemente entre al menos 93 y 6000 nucledtidos, mas preferiblemente entre al menos
93 y 5000 nucledtidos, mas preferiblemente entre al menos 93 y 4000 nucledtidos, mas preferiblemente entre al
menos 93 y 3000 nucledtidos, mas preferiblemente entre al menos 93 y 2000 nucledtidos, mas preferiblemente entre
al menos 93 y 1000 nucledtidos o incluso mas preferiblemente entre al menos 93 y 500 nucledtidos.

En ofra realizacién preferida, un polinucleétido aislado segun la invencion tiene una longitud de al menos 24
nucledtidos, al menos 50 nucledtidos, al menos 87 nucledtidos, al menos 93 nucledtidos, al menos 100 nucledtidos,
al menos 200 nucledtidos, al menos 500 nucledtidos, al menos 800 nucledtidos, al menos 1000 nucledtidos, al
menos 1500 nucledtidos, al menos 2000 nucledtidos, al menos 2500 nucledtidos, al menos 3000 nucledtidos o al
menos 3500 nucledtidos. En una realizacion particularmente preferida, el polinucleétido aislado segun la invencion
tiene una longitud de al menos 24, al menos 87 o al menos 93 nucledtidos.

Resultara evidente para el experto en la técnica que, debido a la degeneracién del codigo genético, un polipéptido
segun la invencion dado, puede ser codificado por distintas secuencias de nucledtidos.

En una realizacion preferida, el polinucledtido aislado segun la invenciéon comprende o consiste en una secuencia
que presenta una identidad de al menos el 80 % con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 24, 1a SEQ ID NO.: 250 la
SEQ ID NO.: 26.

En una realizacion preferida adicional, el polinucleétido segun la invencion comprende o consiste en una secuencia
que presenta una identidad de al menos el 85 %, preferiblemente al menos el 90 %, mas preferiblemente al menos
el 91 %, incluso mas preferiblemente al menos el 92 %, incluso mas preferiblemente al menos el 93 %, incluso mas
preferiblemente al menos el 94 %, incluso mas preferiblemente al menos el 95 %, incluso mas preferiblemente al
menos el 96 %, incluso mas preferiblemente al menos el 97 %, incluso mas preferiblemente al menos el 98 % o
incluso mas preferiblemente al menos el 99 % con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 24, la SEQ ID NO.: 25 o la
SEQ ID NO.: 26. En una realizacion particularmente preferida, el polinucleétido segun la invencién comprende o
consiste en una secuencia que presenta una identidad de al menos el 85 %, preferiblemente al menos el 90 %, mas
preferiblemente al menos el 95 % o incluso mas preferiblemente al menos el 98 % con la secuencia segun la SEQ ID
NO.: 24, 1a SEQ ID NO.: 25 o la SEQ ID NO.: 26.

En otra realizacion preferida, el polinucleétido segun la invencién comprende o consiste en una secuencia que
presenta una identidad de al menos el 80 %, al menos el 85 %, preferiblemente al menos el 90 %, mas
preferiblemente al menos el 91 %, incluso mas preferiblemente al menos el 92 %, incluso mas preferiblemente al
menos el 93 %, incluso mas preferiblemente al menos el 94 %, incluso mas preferiblemente al menos el 95 %,
incluso mas preferiblemente al menos el 96 %, incluso mas preferiblemente al menos el 97 %, incluso mas
preferiblemente al menos el 98 % o incluso mas preferiblemente al menos el 99 % con la secuencia segun la SEQ ID
NO.: 24. En otra realizacion preferida, el polinucleétido segun la invencion comprende o consiste en una secuencia
que presenta una identidad de al menos el 80 %, al menos el 85 %, preferiblemente al menos el 90 %, mas
preferiblemente al menos el 91 %, incluso mas preferiblemente al menos el 92 %, incluso mas preferiblemente al
menos el 93 %, incluso mas preferiblemente al menos el 94 %, incluso mas preferiblemente al menos el 95 %,
incluso mas preferiblemente al menos el 96 %, incluso mas preferiblemente al menos el 97 %, incluso mas
preferiblemente al menos el 98 % o incluso mas preferiblemente al menos el 99 % con la secuencia segun la SEQ ID
NO.: 25. En una realizacion preferida adicional, el polinucleétido segun la invencion comprende o consiste en una
secuencia que presenta una identidad de al menos el 80 %, al menos el 85 %, preferiblemente al menos el 90 %,
mas preferiblemente al menos el 91 %, incluso mas preferiblemente al menos el 92 %, incluso mas preferiblemente
al menos el 93 %, incluso mas preferiblemente al menos el 94 %, incluso mas preferiblemente al menos el 95 %,
incluso mas preferiblemente al menos el 96 %, incluso mas preferiblemente al menos el 97 %, incluso mas
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preferiblemente al menos el 98 % o incluso mas preferiblemente al menos el 99 % con la secuencia segun la SEQ ID
NO.: 26.

En una realizacion particularmente preferida, el polinucleétido aislado segun la invencién comprende o consiste en
una secuencia que muestra una identidad del 100 % con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 24, la SEQ ID NO.: 25
o la SEQ ID NO.: 26. En otra realizacion particularmente preferida, el polinucleétido aislado segun la invencion
comprende o consiste en una secuencia segun la SEQ ID NO.: 24, la SEQ ID NO.: 25 o la SEQ ID NO.: 26.

Un polinucleodtido aislado segun la invencion puede ser una molécula de ARN o ADN monocatenario o bicatenario.

En algunas realizaciones el polinucledtido aislado segun la invencién puede estar insertado en un vector de
expresion. El vector de expresion puede ser un vector de expresion procariota o eucariota tal como, p. €j., un
plasmido, un minicromosoma, un césmido, un bacteriéfago, un vector retroviral o cualquier otro vector conocido por
el experto en la técnica. El experto en la técnica sabra como seleccionar un vector adecuado segun la necesidad
especifica.

La presente invencioén, por tanto, también se refiere a un vector de expresién que comprende un polinucleétido
segun la invencion.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a un método para identificar un compuesto capaz de inhibir
la actividad del receptor CCR6, en el que el método comprende las etapas de:

(a) poner en contacto un receptor CCR6 con un compuesto experimental;

(b) afadir un agonista del receptor CCR6, en el que dicho agonista es un polipéptido que comprende o
consiste en una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de al menos el 80 % con la
secuencia segun la SEQ ID NO.: 50 la SEQ ID NO.: 18;

(c) determinar la actividad de dicho receptor CCR6; y

(d) seleccionar dicho compuesto experimental como el compuesto capaz de inhibir la actividad del receptor
CCREG, si la actividad del receptor CCR6 determinada en (c) es inferior a la actividad del receptor CCR6
determinada en un control.

En una realizacion preferida del método anterior, las etapas (a), (b), (c), (d) se realizan en ese orden.

En una realizacion preferida, el receptor CCR6 de (a) es expresado por una célula, preferiblemente en la superficie
de una célula. En otra realizacion preferida, el receptor CCR6 de (a) es el receptor CCR6 recombinante,
preferiblemente el receptor CCR6 recombinante purificado. Si una célula expresa el receptor CCR6 de (a),
preferiblemente en la superficie de la célula, dicha célula, p. €j., puede estar comprendida en un sistema de reaccion
celular. En una realizacion preferida, dicha célula se selecciona del grupo que consiste en un fibroblasto, una célula
epitelial alveolar, un linfocito y una célula pulmonar. En una realizacion preferida adicional, dicha célula se selecciona
del grupo que consiste en un fibroblasto, una célula epitelial alveolar, un linfocito y una célula pulmonar, en la que la
célula proviene de un paciente que padece una enfermedad pulmonar intersticial o un cancer. En una realizacion
preferida, dicha enfermedad pulmonar intersticial es fibrosis pulmonar idiopatica y dicho cancer es un
adenocarcinoma, preferiblemente un adenocarcinoma de pulmon.

Si el receptor CCR6 de (a) es un receptor CCR6 recombinante, preferiblemente un receptor CCR6 recombinante
purificado, el receptor CCR6 puede estar comprendido en un sistema de reaccién acelular. Posteriormente puede
afnadirse el agonista del receptor CCRG6 de (b) al sistema de reaccion celular o acelular.

La expresion "sistema de reaccion" en este contexto se refiere a un marco experimental en el que las células que
expresan el receptor CCR6 o el receptor CCR6 recombinante se introducen en un tubo de cultivo celular, un tubo de
cultivo tisular, un tubo Eppendorf, una camara de reaccion u otro receptaculo que contenga los tampones y/u otros
reactivos necesarios pertinentes para realizar el método referido y en el que el método se realiza en dicho tubo de
cultivo celular, tubo de cultivo celular, tubo Eppendorf, camara de reaccién u otro receptaculo. Asi, en algunas
realizaciones, el método referido puede comprender ademas la etapa de proporcionar un sistema de reaccién celular
o acelular que comprenda el receptor CCR6. Si el método comprende dicha etapa, se prefiere que dicha etapa sea
la etapa (a), es decir, la primera etapa del método.

Preferiblemente, el receptor CCRG6 es el receptor CCR6 humano. En una realizacién preferida, dicho receptor CCR6
es un polipéptido codificado por la secuencia segun la SEQ ID NO.: 3 o la SEQ ID NO.: 4. En otra realizacion
preferida, dicho receptor CCR6 es un polipéptido segin la SEQ ID NO.: 27.

En una realizaciéon preferida, dicho compuesto experimental es un anticuerpo, una molécula pequefia o un péptido.
Preferiblemente, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal o policlonal. En algunas realizaciones, el anticuerpo
también puede seleccionarse de variantes o fragmentos de anticuerpo tales como, p. €j., anticuerpos de cadena
sencilla, diacuerpos, minianticuerpos, fragmentos Fv de cadena sencilla (sc(Fv)), anticuerpos sc(Fv),, fragmentos
Fab o fragmentos F(ab'),.
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En ofra realizacion preferida, el polipéptido segun (b) comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos que
presenta una identidad de al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el
93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 %
con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 5. En una realizacion particularmente preferida, el polipéptido segun (b)
comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de al menos el 95 %, al menos
el 98 % o el 100 % con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 5.

En una realizacion preferida adicional, el polipéptido segun (b) comprende o consiste en una secuencia de
aminoacidos que presenta una identidad de al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 91 %, al menos el
92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %,
al menos el 99 % con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 18. En una realizacion particularmente preferida, el
polipéptido segun (b) comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de al
menos el 95 %, al menos el 98 % o el 100 % con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 18.

En una realizacion preferida adicional, el polipéptido segun (b) comprende o consiste en una secuencia de
aminoacidos que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 20, 30, 50, o 60 aminoacidos contiguos de la
secuencia segun la SEQ ID NO:5.

En una realizacion preferida adicional, el polipéptido segun (b) comprende o consiste en una secuencia de
aminoacidos que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 20, 30, 50, o 60 aminoacidos contiguos de la
secuencia segun la SEQ ID NO:18.

En ofra realizacion preferida, el polipéptido segun (b) comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos que
presenta una identidad de al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el
93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 %
con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 5 y que comprende al menos 30 o al menos 50 aminoacidos contiguos de la
secuencia segun la SEQ ID NO.: 5

En otra realizacion preferida mas, el polipéptido segun (b) comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos
que presenta una identidad de al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el
93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 %
con la secuencia segun la SEQ ID NO.: 18 y que comprende al menos 30 o al menos 50 aminoacidos contiguos de
la secuencia segun la SEQ ID NO:18. En una realizacion particularmente preferida, el polipéptido segun (b) es un
polipéptido segtin la SEQ ID NO:18.

La actividad del receptor CCR6 puede determinarse, p. €j., mediante cualquiera de los métodos para determinar
actividad del receptor CCR6 descritos anteriormente en la presente memoria.

La eleccién de un control adecuado depende del método que se use para determinar la actividad del receptor CCR6.
El experto en la técnica sabra como seleccionar un control adecuado. Algunos ejemplos adecuados para determinar
la actividad del receptor CCR6 y los controles adecuados se describen mas adelante en la presente memoria en la
seccion de los ejemplos.

Un control puede ser, p. €., una muestra en la que la actividad del receptor CCR6 solo se ha determinado en
presencia del agonista del receptor CCR6 y en ausencia del compuesto experimental.

En una realizacion preferida, la actividad del receptor CCR6 determinada en (c) es al menos un 5 %, al menos un
10 %, al menos un 15 %, al menos un 20 %, al menos un 25 %, al menos un 30 %, al menos un 35 %, al menos un
40 %, al menos un 45 %, al menos un 50 %, al menos un 55 %, al menos un 60 %, al menos un 65 %, al menos un
70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 % o al menos un
99 % inferior a la actividad del receptor CCR6 determinada en el control.

En una realizacion particularmente preferida, la actividad del receptor CCR6 determinada en (c) es al menos un
60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 90 %, al menos un 95 % o al menos un 98 % inferior a la
actividad del receptor CCR6 determinada en el control.

En otra realizacion preferida, la actividad del receptor CCR6 determinada en (c) es un 100 % inferior a la actividad
del receptor CCR6 determinada en el control.

En una realizacion preferida adicional, la actividad del receptor CCR6 determinada en (c) es al menos 2 veces, al
menos 3 veces, al menos 4 veces, al menos 5 veces, al menos 6 veces, al menos 7 veces, al menos 8 veces, al
menos 9 veces, al menos 10 veces, al menos 20 veces, al menos 30 veces, al menos 40 veces, al menos 50 veces,
al menos 60 veces, al menos 70 veces, al menos 80 veces, al menos 90 veces, al menos 100 veces, al menos 500
veces, al menos 1 000 veces o al menos 10 000 veces inferior a la actividad del receptor CCR6 determinada en el
control.
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La presente invencién también proporciona un método para detectar una enfermedad pulmonar intersticial o un
cancer en un sujeto que comprende la etapa de determinar el nivel de expresion del gen CCR6 en una muestra de
dicho sujeto.

Dicho método preferiblemente se realiza in vitro.

Preferiblemente, el receptor CCRG6 es el receptor CCR6 humano. En una realizacién preferida, dicho receptor CCR6
es un polipéptido codificado por la secuencia segun la SEQ ID NO.: 3 o la SEQ ID NO.: 4. En otra realizacion
preferida, dicho receptor CCR6 es un polipéptido segin la SEQ ID NO.: 27.

En una realizacion, la determinacion del nivel de expresion del receptor CCR6 se puede lograr poniendo en contacto
la muestra del sujeto con un agente de deteccion especifico para el CCR6. Un agente de deteccion es especifico
para un receptor CCRS6, si se une al CCR6 con una afinidad mayor que a cualquier otro compuesto presente en una
muestra (es decir un compuesto no diana). Preferiblemente, un agente de deteccion es especifico para el CCR®6 si
se une solo a CCR6 y no se une en absoluto a un compuesto no diana.

La presente invenciéon también proporciona un método para detectar o estadificar un cancer en un sujeto que
comprende la etapa de determinar el nivel expresion del gen CCL18 en una muestra de dicho sujeto.

La expresion "estadificar un cancer" como se emplea en la presente memoria se refiere a clasificar el cancer
determinando algunas caracteristicas del cancer, tal como, p. €j., su agresividad y su pronéstico. En una realizacion
preferida, la "estadificacion de un cancer", preferiblemente de un adenocarcinoma, puede realizarse correlacionando
la cantidad de CCL18 determinada en la muestra del sujeto con el estadio del cancer, preferiblemente con el estadio
de un adenocarcinoma, lo mas preferiblemente con el estadio de un adenocarcinoma de pulmon.

En una realizacion, la determinacion del nivel de expresion del gen CCL18 se puede lograr poniendo en contacto la
muestra del sujeto con un agente de deteccion especifico para el gen CCL18. Un agente de deteccion es especifico
para el gen CCL18, si se une al gen CCL18 con una afinidad mayor que a cualquier otro compuesto presente en una
muestra (es decir un compuesto no diana). Preferiblemente, un agente de deteccion es especifico para el gen
CCL18 si se une solo al gen CCL18 y no se une en absoluto a un compuesto no diana.

"Determinar el nivel de expresion del gen CCR6" quiere decir que puede determinarse el nivel o la cantidad de
ARNm y/o proteina del CCR6. En algunas realizaciones, se puede determinar la expresion del receptor CCR6 en la
superficie celular. "Determinar el nivel de expresion del gen CCL18" quiere decir que puede determinarse el nivel o la
cantidad de ARNm y/o proteina de la CCL18. En una realizacién preferida, dicha CCL18 es un polipéptido segun la
SEQ ID NO.: 18.

La expresion del ARNm del CCR®6 o la expresion del ARNm de la CCL18 puede determinarse, p. €j., por hibridacion
in situ, northern blot, ensayos de proteccion contra ARNasas o métodos basados en la PCR, tales como, p. €j., PCR
por transcripcion inversa o PCR cuantitativa en tiempo real. El experto en la técnica sabra cémo realizar estos
métodos.

En algunas realizaciones, puede aislarse el ARN total de la muestra del sujeto antes de determinar la cantidad de
ARNmM.

Los agentes de deteccién adecuados que pueden emplearse para determinar el nivel de expresion del ARNm del
CCR6 son, p. €j., sondas de oligonucledtidos antisentido especificas para el ARNm del CCR6. Los agentes de
deteccion adecuados que pueden emplearse para determinar el nivel de expresion del ARNm de la CCL18 son, p.
€j., sondas de oligonucleétidos antisentido especificas para el ARNm de la CCL18. Las sondas de oligonucleétido
antisentido pueden ser sondas de oligonucleétidos de ARN o ADN. En una realizaciéon preferida, la sonda de
oligonucledtido es una molécula de ARN monocatenario.

La sonda de oligonucledtido es especifica para el ARNm del CCR6 si es capaz de hibridarse al ARNm del CCR6 en
condiciones muy restrictivas. La sonda de oligonucleétido es especifica para el ARNm de la CCL18 si es capaz de
hibridarse al ARNm de la CCL18 en condiciones muy restrictivas.

Como se emplea en la presente memoria el término "hibridar" o "hibridarse" se refiere a la hibridacién entre un
primer polinucledtido y un segundo. Para determinar si dos polinucleétidos se hibridan entre si, el experto en la
técnica preferiblemente realizara experimentos de hibridacion in vitro en condiciones de hibridacion moderadas o
restrictivas. Los ensayos y las condiciones de hibridacién son conocidas por 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 restrictivas pueden ser, p. €j., condiciones en las que la hibridacion tiene lugar en 6 X cloruro
sodico/citrato sddico (SSC) a 45 °C, seguido de un lavado 0,2 X SSC, SDS al 0,1 % a 65 °C.

Un agente de deteccion preferido para detectar la proteina CCR6 o la proteina CCL18 es un anticuerpo o un
aptamero. Preferiblemente, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal o policlonal. En algunas realizaciones, el
agente de deteccion también se puede seleccionar de variantes o fragmentos de anticuerpo tales como, p. €j.,
anticuerpos de cadena sencilla, diacuerpos, minianticuerpos, fragmentos Fv de cadena sencilla (sc(Fv)), anticuerpos
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sc(Fv),, fragmentos Fab o fragmentos F(ab').. En una realizacién preferida, pueden emplearse anticuerpos
especificos para el CCR6 o la CCL18 disponibles comercialmente. Un ejemplo de un anticuerpo disponible
comercialmente es el mAb anti-CCR6 humano descrito mas adelante en la presente memoria en el ejemplo 1.

En una realizacién preferida, un agente de deteccion como se ha descrito anteriormente en la presente memoria
puede comprender un marcador detectable. Se puede emplear cualquier marcador adecuado que pueda unirse al
agente de deteccion. En una realizacion preferida, el marcador detectable esta unido de forma covalente o no
covalente al agente de deteccion. Los ejemplos de marcadores que pueden unirse al agente de deteccion incluyen,
p. €j., tintes fluorescentes tales como, p. €j., tintes de cianina, p. €j., Cyanine 3, Cyanine 5 o Cyanine 7, tintes Alexa
Fluor, p. €j., Alexa 594, Alexa 488 o Alexa 532, tintes de la familia de la fluoresceina, R-ficoeritrina, Texas Red,
rodamina e isotiocianato de fluoresceina (FITC). Los agentes de deteccion también pueden marcarse con enzimas
tales como, p. e;., peroxidasa de rabano, fosfatasa alcalina o beta-lactamasa, con radioisétopos tales como, p.
€., 3H, 14C, 3 P, 3 P, %3 0 125I, con metales tales como, p. €j., oro o con biotina. En otra realizacion preferida, el
agente de deteccion también puede ser detectado por un agente de deteccion secundario que comprende un
marcador segun se ha descrito anteriormente.

Preferiblemente un agente de deteccidon secundario es capaz de unirse especificamente al agente de deteccion
descrito anteriormente. En una realizacion particularmente preferida, un agente de deteccién secundario es un
anticuerpo.

En algunas realizaciones, el nivel de expresion del CCR6 o la CCL18 puede detectarse, p. €j., con métodos que
utilicen procedimientos de histologia o de biologia celular. En algunas realizaciones, pueden emplearse técnicas
visuales, como microscopia 6ptica, microscopia por inmunofluorescencia o microscopia electrénica, o citometria de
flujo o luminometria. En una realizaciéon preferida, el nivel de expresion del CCR6 o la CCL18 se detecta por
inmunohistioquimica.

La expresion "detectar una enfermedad pulmonar intersticial" o "detectar un cancer" como se emplea en la presente
memoria quiere decir identificar la presencia de una enfermedad pulmonar intersticial o de una enfermedad o
trastorno canceroso en un sujeto o en una muestra de un sujeto. Preferiblemente, con anterioridad se desconoce
que dicho sujeto padezca una enfermedad pulmonar intersticial o un cancer respectivamente. En una realizacion
preferida, se sospecha que el sujeto padece una enfermedad pulmonar intersticial o un cancer.

Para detectar una enfermedad pulmonar intersticial o un cancer en un sujeto, en algunas realizaciones se
determinara el nivel de expresion del gen CCR6 presente en la muestra del sujeto ademas de medir o determinar la
cantidad de otros compuestos o factores compatibles con la presencia de una enfermedad pulmonar intersticial o un
cancer respectivamente. Por ejemplo, se podran detectar marcadores conocidos para la enfermedad pulmonar
intersticial, tal como, p. ej., marcadores séricos, proteinas del surfactante (SP) A y D, o marcadores conocidos del
cancer en la misma muestra o en una muestra diferente del sujeto. Otros marcadores adecuados son conocidos por
el experto en la técnica. En algunas realizaciones, el experto en la técnica, ademas de determinar el nivel de
expresion del gen CCR6 en la muestra del sujeto, también puede examinar el patron histolégico de la muestra para
determinar si el sujeto padece una enfermedad pulmonar intersticial o un cancer.

Para detectar un cancer en un sujeto, en algunas realizaciones se determinara el nivel de expresion del gen CCL18
presente en la muestra del sujeto ademas de medir o determinar la cantidad de otros compuestos o factores
compatibles con la presencia de un cancer. Por ejemplo, pueden detectarse marcadores conocidos del cancer en la
misma muestra o en una muestra diferente del sujeto. Otros marcadores adecuados son conocidos por el experto en
la técnica. En algunas realizaciones, el experto en la técnica, ademas de determinar el nivel de expresion del gen
CCL18 en la muestra del sujeto, también puede examinar el patrén histolégico de la muestra para determinar si el
sujeto padece un cancer.

En una realizacion preferida, el método descrito anteriormente comprende ademas la etapa de comparar el nivel de
expresion del gen CCR6 determinado en la muestra del sujeto y el nivel de expresion del gen CCR6 determinado en
un control en el que, cuando el nivel de expresion del gen CCR6 determinado en la muestra del sujeto es mayor que
el nivel del control, indica la presencia de una enfermedad pulmonar intersticial o de un cancer en el sujeto.

En otra realizacion preferida, el método descrito anteriormente comprende ademas la etapa de comparar el nivel de
expresion del gen CCL18 determinado en la muestra del sujeto y el nivel de expresion del gen CCL18 determinado
en un control en el que, cuando el nivel de expresion del gen CCL18 determinado en la muestra del sujeto es mayor
que el nivel del control, indica la presencia de un cancer en el sujeto.

En una realizacion preferida, el control es una muestra de un sujeto sano. En una realizacion preferida, cuando el
nivel de expresion del CCR6 determinado en la muestra del sujeto es menor que el del control indica la presencia de
una enfermedad pulmonar intersticial o de un cancer en el sujeto. En otra realizacion preferida, cuando el nivel de
expresion de la CCL18 determinado en la muestra del sujeto es mayor que el determinado en el control indica la
presencia de cancer en el sujeto. La expresion "nivel mayor" quiere decir que el nivel de expresion del CCR6 o de la
CCL18 determinado en la muestra del sujeto es al menos 2 veces, preferiblemente al menos 3 veces, al menos 4
veces, al menos 5 veces, al menos 10 veces, al menos 20 veces, al menos 30 veces, al menos 40 veces, al menos
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50 veces, al menos 60 veces, al menos 70 veces, al menos 80 veces, al menos 90 veces, al menos 100 veces, al
menos 500 veces, al menos 1 000 veces o al menos 10 000 veces mayor que el del control. Lo mas preferiblemente,
el nivel de expresion del CCR6 o la CCL18 determinado en la muestra del sujeto es al menos 2 veces, al menos 3
veces, al menos 10 veces, al menos 50 veces, al menos 100 veces o al menos 1 000 veces mayor que en el control.

En ofra realizacion preferida, el control también puede ser una muestra obtenida de un sujeto que se sabe que
padece una enfermedad pulmonar intersticial o un cancer (sujeto de control), es decir un sujeto que ha sido
diagnosticado de una enfermedad pulmonar intersticial o un cancer, en el que el cancer es preferiblemente un
adenocarcinoma, lo mas preferiblemente un adenocarcinoma de pulmén. En estos casos, un nivel de expresion del
gen CCR®6 o del gen CCL18 determinado en la muestra del sujeto mas alto que el determinado en el control, indica
progresion de la enfermedad pulmonar intersticial o del cancer en el sujeto del que se obtuvo la muestra con
respecto al sujeto de control.

En una realizacion preferida adicional, el control también puede ser tejido sano obtenido de un 6rgano afectado de
un sujeto que se ha confirmado o se sospecha que padece una enfermedad pulmonar intersticial o un cancer, en el
que el cancer es preferiblemente un adenocarcinoma, lo mas preferiblemente un adenocarcinoma de pulmén. En
estos casos, se prefiere que la muestra a analizar (es decir la muestra del sujeto) provenga de una parte afectada
(es decir enferma) de dicho 6rgano o una parte de dicho 6érgano que se sospecha que esta afectada y que el control
se obtenga de una parte sana del mismo érgano. La expresion "érgano afectado" en este contexto significa un
organo que esta afectado por la enfermedad, es decir por una enfermedad pulmonar intersticial o por un cancer.

En el contexto de la presente invencion, el control preferiblemente esta aislado del cuerpo del sujeto del que se
obtiene.

En algunas realizaciones preferidas, el método segun la invencioén referido también puede usarse para controlar la
eficacia del tratamiento de una enfermedad pulmonar intersticial o un cancer in vitro. La eficacia del tratamiento de
una enfermedad pulmonar intersticial o un cancer puede controlarse, p. €j., detectando el nivel de expresién del gen
CCR®6 en distintas muestras de un sujeto obtenidas durante un periodo de tiempo dado mientras el sujeto del que
provienen las muestras estaba siendo tratado de una enfermedad pulmonar intersticial o un cancer. El aumento o
descenso del nivel de la expresion del gen CCR6 presente en las muestras extraidas del sujeto durante un periodo
de tiempo dado indicara entonces la eficacia del tratamiento.

La eficacia del tratamiento de un cancer también puede controlarse, p. €j., detectando el nivel de expresion del gen
CCL18 en distintas muestras de un sujeto obtenidas durante un periodo de tiempo dado mientras el sujeto del que
provienen las muestras estaba siendo tratado de un cancer. El aumento o descenso del nivel de la expresion del gen
CCL18 presente en las muestras extraidas del sujeto durante un periodo de tiempo dado indicara entonces la
eficacia del tratamiento.

En una realizacién preferida, puede determinarse el nivel de expresion del gen CCR6 en el control al mismo tiempo
que el nivel de expresion del gen CCR6 en la muestra del sujeto. En una realizacion preferida adicional, puede
determinarse el nivel de expresion del gen CCL18 en el control al mismo tiempo que el nivel de expresion del gen
CCL18 en la muestra del sujeto.

En oftra realizacion preferida, el control puede ser un valor predeterminado. Este valor puede basarse, p. €j., en los
resultados de los experimentos previos para determinar el nivel de expresién del gen CCR6 o el nivel de expresion
del gen CCL18 presente en una o mas muestras de un sujeto sano o de un sujeto que se sabe que padece una
enfermedad pulmonar intersticial o un cancer. En algunas realizaciones puede derivarse un valor predeterminado de
una base de datos.

En una realizacion preferida, el nivel de expresion del gen CCR6 puede compararse con un control o mas de un
control, p. €j., con 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 o mas de 100 controles. En otra
realizacion preferida, el nivel de expresion del gen CCL18 puede compararse con un control o mas de un control, p.
ej, con 2, 3,4,5,6, 7, 8,9, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 o mas de 100 controles. Preferiblemente, la
muestra del sujeto que se usa en los métodos segun la invencion esta aislada del cuerpo del sujeto. La muestra es
preferiblemente una muestra solida. En una realizaciéon preferida, la muestra del sujeto es una muestra de tejido,
preferiblemente una muestra de tejido pulmonar. Las muestras de tejido pueden ser, p. €j., muestras de tejido
frescas o congeladas o fijadas e incluidas en parafina. En una realizacion preferida, la muestra puede ser una
muestra de biopsia o de reseccion. En otra realizacién preferida, la muestra es una linea celular de fibroblasto
establecida a partir de material quirdrgico o de material obtenido del pulmén fibrético, p. ej., como se describe mas
adelante en la presente memoria en el ejemplo 1. En otra realizacion preferida, la muestra es una muestra de
cepillado bronquial.

En algunas realizaciones, la muestra del sujeto es un liquido, preferiblemente un fluido corporal.

En una realizacion preferida, el fluido corporal se selecciona del grupo que consiste en sangre, plasma, lavado
broncoalveolar, derrame pleural, esputo, saliva, suero u orina.
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En algunas realizaciones, una muestra liquida puede enriquecerse en las células de interés, p. €j., en fibrocitos o
linfocitos T de la circulacion si la muestra se emplea para examinar si el sujeto padece una enfermedad pulmonar
intersticial o en células cancerosas si la muestra se emplea para analizar si el sujeto padece un cancer.

El enriquecimiento puede realizarse por cualquier método conocido por el experto en la técnica.

El enriquecimiento se puede lograr, p. €j., usando un soporte solido, p. €j., una columna recubierta con un anticuerpo
especifico, tal como, p. €j., un anticuerpo especifico para linfocitos T cuando se quiere enriquecer en linfocitos T o un
anticuerpo especifico para un antigeno de cancer de pulmodn si se quiere enriquecer para las células pulmonares.
Como alternativa, el enriquecimiento también puede lograrse, p. €j., usando métodos de filtracion, tales como, p. €j.,
filtrando con una gasa de malla o inmovilizando aptameros especificos sobre un canal microfluidico y bombeando la
muestra liquida a través del aparato.

En un aspecto adicional, la presente invencién también se refiere a un kit de diagndstico para detectar una
enfermedad pulmonar intersticial o un cancer que comprende un agente de deteccion especifico para un
polinucleétido CCR6 o un polipéptido CCR6.

Preferiblemente, dicho polinucleétido CCR6 es ARNm del CCR®6.

En una realizacién preferida, dicho agente de deteccién es un anticuerpo, un aptamero o un sonda de
oligonucledtido.

Los anticuerpos y las sondas de oligonucleotidos adecuadas para detectar un polinucleétido CCR6, en particular
ARNm del CCR6, y un polipéptido CCR6 se han descrito anteriormente en la presente memoria.

En un aspecto adicional, la presente invencién también se refiere a un kit de diagndstico para detectar un cancer que
comprende un agente de deteccion especifico para un polinucleétido CCL18 o un polipéptido CCL18.

Preferiblemente, dicho polinucleétido CCL18 es ARNm del CCL18.

En una realizacion preferida, dicho agente de detecciébn es un anticuerpo, un aptamero o un sonda de
oligonucledtido.

Los anticuerpos y las sondas de oligonucleétidos adecuadas para la deteccién de un polinucleétido CCL18, en
particular ARNm de la CCL18, y un polipéptido CCL18 se han descrito anteriormente en la presente memoria.

En una realizacion preferida, el kit de diagnostico comprende ademas otros componentes o reactivos que son
adecuados para realizar los métodos segun la invencion, tal como, p. ej., tampones o controles. En otra realizacion
preferida, los componentes contenidos en el kit de diagndstico estan incluidos en uno o mas envases. El kit de
diagnéstico segun la presente invencion también puede comprender un folleto con instrucciones en el que se indique
coémo utilizar el kit de diagndstico y sus componentes.

La presente invenciéon en un aspecto adicional también se refiere a una composiciéon farmacéutica que comprende
un compuesto capaz de inhibir la actividad y/o la expresion del receptor CCR6.

Una composicion farmacéutica segun la invencion puede administrarse por via oral, por ejemplo en forma de
pildoras, comprimidos, comprimidos con recubrimiento pelicular, grageas, granulos, capsulas de gelatina duras y
blandas, soluciones acuosas, alcohdlicas u oleosas, jarabes, emulsiones o suspensiones; o por via rectal, por
ejemplo en forma de supositorios. La administracion también puede ser por via parenteral, por ejemplo por via
subcutanea, intramuscular o intravenosa en forma de soluciones para inyeccion o infusion. Otras formas de
administracion adecuadas son, por ejemplo, la administracion percutanea o tépica, por ejemplo en forma de
unglentos, tinturas, pulverizadores o sistemas terapéuticos transdérmicos o la administracion por inhalacion en
forma de pulverizaciéon nasal o mezclas en aerosol.

En una realizacion preferida, una composicion farmacéutica segun la invencion se administra por via parenteral, p.
€j., en forma de soluciones para inyeccioén o infusion, por via oral, p. €j., en forma de comprimido, pildora, pastilla o
capsula o por inhalacioén.

Para la producciéon de las pildoras, comprimidos, grageas y capsulas de gelatina dura se puede emplear, por
ejemplo, lactosa, almidon, por ejemplo almidén de maiz o derivados de almiddn, talco, acido estearico o sus sales,
etc. Los vehiculos para las capsulas de gelatina blandas y para los supositorios son, por ejemplo, grasas, ceras,
polioles semisélidos y liquidos, aceites naturales o hidrogenados, etc. Los vehiculos adecuados para la preparacion
de soluciones, por ejemplo de soluciones inyectables o de emulsiones o jarabes son, por ejemplo, agua, solucion de
cloruro sadico fisiologica, alcoholes como etanol, glicerol, polioles, sacarosa, azucar invertida, glucosa, manitol,
aceites vegetales, etc.

En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas también contienen aditivos, como por ejemplo cargas,
disgregantes, aglutinantes, lubricantes, humectantes, estabilizantes, emulsionantes, dispersantes, conservantes,
edulcorantes, colorantes, aromas, espesantes, diluyentes, sustancias tamponadoras, disolventes, solubilizadores,
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agentes para conseguir un efecto retardado (depot), sales para alterar la presién osmotica, agentes de recubrimiento
o antioxidantes.

Pueden encontrarse ejemplos de excipientes adecuados para las distintas formas de las composiciones
farmacéuticas descritas en la presente memoria, p. €j., en el "Handbook of Pharmaceutical Excipients", 22 Edicion,
(1994), Editado por A Wade y PJ Weller.

En una realizacion preferida, el compuesto capaz de inhibir la actividad y/o la expresion del receptor CCR6 se
selecciona del grupo que consiste en un polipéptido segun la invencién, una molécula pequefia capaz de unirse al
receptor CCRG, el polinucledtido aislado segun la invencién, un aptamero especifico para el receptor CCR6, un
anticuerpo especifico para el receptor CCR6, un molécula antisentido adecuada para reducir o inhibir la expresion
del receptor CCR6 y un molécula de ARNsi adecuada para reducir o inhibir la expresion del receptor CCR6.

Las moléculas pequefias capaces de unirse al receptor CCR6 pueden identificarse, p. €]., mediante busquedas en
bibliotecas de compuestos pequefios.

La capacidad de una molécula pequefia de unirse al receptor CCR6 puede determinarse, p. €j., mediante los
mismos métodos descritos anteriormente en la presente memoria. También pueden emplearse métodos analogos, p.
€j., para determinar si una molécula pequefia es capaz de unirse a la CCL18 o la CCL20.

El término "aptamero" como se emplea en la presente memoria se refiere a un aptamero de ADN, ARN o peptidico
especifico para el receptor CCR6, para la CCL18 o para la CCL20 respectivamente.

Un aptamero polinucleotidico tiene preferiblemente entre aproximadamente 10 y aproximadamente 300 nucledtidos
de longitud. Preferiblemente un aptamero tiene entre aproximadamente 30 y aproximadamente 100 nucleétidos de
longitud. Lo mas preferiblemente un aptamero tiene entre aproximadamente 10 y 60 nucleétidos de longitud.

Los aptameros pueden prepararse mediante cualquier método conocido, por ejemplo métodos de sintesis,
recombinacion y purificacion y pueden usarse solos o combinados con otros aptameros especificos para el CCRS6, la
CCL18 o la CCL20.

Un anticuerpo especifico para el receptor CCR6 puede ser un anticuerpo monoclonal o policlonal. En algunas
realizaciones, el anticuerpo también puede seleccionarse de variantes o fragmentos de anticuerpo tales como, p. €j.,
anticuerpos de cadena sencilla, diacuerpos, minianticuerpos, fragmentos Fv de cadena sencilla (sc(Fv)), anticuerpos
sc(Fv),, fragmentos Fab o fragmentos F(ab'), con la condicion de que dichas variantes o fragmentos de anticuerpos
sean especificos para el receptor CCR6.

La expresion "molécula antisentido adecuada para reducir o inhibir la expresién del receptor CCR6" se refiere a un
polinucleétido que es complementario al ARNm del CCR6. Es preferible que dicha molécula antisentido sea
adecuada para el uso en una estrategia de molécula antisentido para inhibir la traduccién del ARNm del CCR6 en
una célula. Dicha molécula antisentido puede ser una molécula de ADN o ARN y puede ser monocatenaria o
bicatenaria. En una realizacién preferida, la molécula antisentido es una molécula de ADN monocatenario o una
molécula de ARN monocatenario.

Una molécula antisentido preferiblemente tiene una longitud de aproximadamente 10 a aproximadamente 500
nucledtidos, de aproximadamente 11 a aproximadamente 200 nucleétidos, de aproximadamente 12 a
aproximadamente 100 nucleétidos, de aproximadamente 13 a aproximadamente 75 nucleétidos o de
aproximadamente 14 a aproximadamente 50 nucleétidos, de aproximadamente 15 a aproximadamente 40
nucledtidos, de aproximadamente 16 a aproximadamente 30 nucleétidos o de aproximadamente 17 a
aproximadamente 25 nucledétidos.

Una molécula de ARNsi adecuada para reducir o inhibir la expresién del receptor CCR6 puede ser una molécula de
ARNSsi monocatenaria o bicatenaria que sea capaz de hibridarse con el ARNm del CCR®6, induciendo asi una
interferencia en el ARN o cualquier otro mecanismo antisentido intracelular que consiga reducir o inhibir la expresion
de la proteina CCR6.

La molécula de ARNSsi puede ser de cualquier secuencia que permita que la molécula de ARNSsi interfiera con el ARN
y consiga reducir o inhibir la expresion de la proteina CCR6.

Preferiblemente, la molécula de ARNSsi tiene una longitud de entre 10 y 100, entre 12 y 80, entre 14 y 60, entre 16y
50, entre 17 y 40, mas preferiblemente entre 18 y 30 nucledtidos y lo mas preferiblemente entre 18 y 26 nucledtidos.

En otra realizacion preferida, una composicion farmacéutica segun la invencién comprende otro compuesto activo
adecuado para tratar o prevenir una enfermedad pulmonar intersticial y/o un cancer.

Los ejemplos de compuestos activos adicionales adecuados para el tratamiento de una enfermedad pulmonar
intersticial son, p. €j., farmacos antiinflamatorios tales como, p. €j., prednisona u otros corticosteroides, azatioprina,
metotrexato, micofenolato o ciclofosfamida, antioxidantes, tales como, p. €j., acetilcisteina, agentes antifibroticos,
tales como, p. €j., bosentan o pirfenidona, minociclina, sildenafilo, talidomida, anticuerpos anti-TNF, tales como, p. €j.,
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Infliximab; etanercept, interferon gamma, anticuerpos anti-IL-13, inhibidores de la endotelina, Zileuton,
anticoagulantes, macrolidos, inhibidores de la fosfodiesterasa (PDE) 4, tales como, p. ej., roflumilast, Aviptadil,
hormona estimulante de melanocitos alfa (a-MSH), inhibidores de la tirosina cinasa, tales como, p. €j., imatinib,
dasatinib y nilotinib.

El compuesto activo adicional adecuado para el tratamiento del cancer es preferiblemente un agente
quimioterapéutico. Los agentes quimioterapéuticos adecuados para el tratamiento del cancer son conocidos por el
experto en la técnica. Los ejemplos de agentes quimioterapéuticos son, p. e€j., temozolomida, adriamicina,
doxorubicina, epirubicina, 5-fluorouracilo, arabindsido de citosina ("Ara-C"), ciclofosfamida, tiotepa, busulfan,
citoxina, taxoides, p. €j., paclitaxel, Taxotere, metotrexato, cisplatino, melfalan, vinblastina, bleomicina, etopdsido,
ifosfamida, mitomicina C, mitoxantrona, vincristina, vinorelbina, carboplatino, tenipdsida, daunorubicina,
carminomicina, aminopterina, dactinomicina, mitomicinas, melfalan y otras mostazas de nitrégeno relacionadas y
agentes hormonales que regulan o inhiben la actividad de las hormonas sobre los tumores como tamoxifeno y
onapristona.

La composicion farmacéutica segun la invencion puede comprender uno o mas de un compuesto activo adicional
adecuado para tratar o prevenir una enfermedad pulmonar intersticial y/o uno o mas de un compuesto activo
adicional adecuado para tratar o prevenir un cancer. En una realizacién preferida, la composicién farmacéutica
segun la invencién comprende 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas de 10 compuestos activos adicionales adecuados
para tratar o prevenir una enfermedad pulmonar intersticial y/o 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas de 10 compuestos
activos adicionales adecuados para el tratamiento del cancer.

En otras realizaciones preferidas, se puede administrar una o mas composiciones distintas, que comprenden un
compuesto activo adecuado para tratar o prevenir una enfermedad pulmonar intersticial y/o un compuesto activo
adecuado para tratar o prevenir un cancer, a un sujeto, preferiblemente un sujeto humano, combinadas con una
composicion farmacéutica segun la invencién que comprende un compuesto capaz de inhibir la actividad y/o la
expresion del receptor CCRG6.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica segun la invencion para
uso en el tratamiento o la prevencién de una enfermedad pulmonar intersticial y/o un cancer.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere al uso de un compuesto capaz de inhibir la actividad y/o expresion
del receptor CCR6 o de una composicion farmacéutica segun la invencion para fabricar un medicamento para tratar
o prevenir una enfermedad pulmonar intersticial y/o un cancer.

En una realizacion preferida del uso segun la invencioén, el compuesto capaz de inhibir la actividad y/o la expresion
del receptor CCR6 se selecciona del grupo que consiste en el polipéptido aislado segun la invencion, una molécula
pequefia capaz de unirse al receptor CCR6, un polinucleétido aislado que codifica el polipéptido aislado segun la
invencion, un aptamero especifico para el receptor CCR6, un anticuerpo especifico para el receptor CCR6, un
molécula antisentido adecuada para reducir o inhibir la expresion del receptor CCR6 y una molécula de ARNSsi
adecuada para reducir o inhibir la expresion del receptor CCR6. Dichos compuestos capaces de inhibir la actividad
y/o la expresion del receptor CCR6 se han descrito anteriormente en la presente memoria. En una realizacion
particularmente preferida del uso segun la invencion, el compuesto capaz de inhibir la actividad y/o la expresion del
receptor CCR6 se selecciona del grupo que consiste en el polipéptido aislado segun la invencion y un polinucleétido
aislado que codifica el polipéptido aislado segun la invencion.

La presente invencion también se refiere al uso de un compuesto capaz de inhibir la actividad y/o la expresion de la
CCL18 o la CCL20 para fabricar un medicamento para tratar o prevenir una enfermedad pulmonar intersticial y/o un
cancer.

En una realizacion preferida del uso segun la invencion referido, el compuesto capaz de inhibir la actividad y/o la
expresion de la CCL18 o la CCL20 se selecciona del grupo que consiste en una molécula pequefia capaz de unirse
ala CCL18 o la CCL20, un aptamero especifico para la CCL18 o la CCL20, un anticuerpo especifico para la CCL18
o la CCL20, un molécula antisentido adecuada para reducir o inhibir la expresion de la CCL18 o la CCL20 y un
molécula de ARNsi adecuada para reducir o inhibir la expresién de la CCL18 o la CCL20.

La presente invencion también se refiere al uso de un agente de deteccion que se selecciona del grupo que consiste
en:

(a) un agente de deteccion especifico para un polinucleétido que codifica el receptor CCR6;
(b) un agente de deteccion especifico para el receptor CCR6;

(c) un agente de deteccion especifico para un polinucleétido que codifica la CCL18;

(d) un agente de deteccioén especifico para la proteina CCL18;

(e) un agente de deteccion especifico para un polinucleétido que codifica la CCL20; y
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(f) un agente de deteccion especifico para la proteina CCL20
para detectar una enfermedad pulmonar intersticial o un cancer en una muestra de un sujeto.

Preferiblemente, dicho polinucleétido de (a), (c) y/o (e) es un ARNm. Los agentes de deteccion adecuados para
detectar el ARNm del CCR6, el ARNm de la CCL18 o el ARNm de la CCL20 son, p. €j., sondas de oligonucledtidos
antisentido especificas para el ARNm del CCR6, el ARNm de la CCL18 o el ARNm de la CCL20. Un agente de
deteccion preferido para detectar el receptor CCR6, la proteina CCL18 o la proteina CCL20 es un anticuerpo o un
aptamero. Preferiblemente, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal o policlonal. En algunas realizaciones, el
agente de deteccion también puede seleccionarse de variantes o fragmentos de anticuerpo tales como, p. €j.,
anticuerpos de cadena sencilla, diacuerpos, minianticuerpos, fragmentos Fv de cadena sencilla (sc(Fv)), anticuerpos
sc(Fv),, fragmentos Fab o fragmentos F(ab'),. Un ejemplo de un anticuerpo especifico para CCR6 disponible
comercialmente es el mAb anti-CCR6 humano descrito mas adelante en la presente memoria en el ejemplo 1. El
agente de deteccion preferiblemente comprende un marcador detectable.

En una realizacion preferida del método segun la invencion, del kit de diagndéstico segun la invencion, de la
composicion farmacéutica segun la invencion y/o del uso segun la invencion, la enfermedad pulmonar intersticial se
selecciona del grupo que consiste en enfermedad parenquimatosa pulmonar difusa de causa conocida
(preferiblemente colagenosis vascular o enfermedad parenquimatosa pulmonar difusa por exposiciéon ambiental o
por toxicidad por farmacos), enfermedad parenquimatosa pulmonar difusa granulomatosa (preferiblemente
sarcoidosis) y otras formas de enfermedad parenquimatosa pulmonar difusa (preferiblemente linfangioleiomiomatosis
(LAM), histiocitosis de células de Langerhans/histiocitosis X (HX) o neumonia eosindfila).

En una realizacion particularmente preferida del método segun la invencion, del kit de diagndstico segun la invencion,
de la composicion farmacéutica segun la invencion y/o del uso segun la invencion, la enfermedad pulmonar
intersticial es una neumonia intersticial idiopatica.

En una realizacion preferida adicional del método segun la invencion, del kit de diagndstico segun la invencion, de la
composicion farmacéutica segun la invencion y/o del uso segun la invencion, la enfermedad pulmonar intersticial se
selecciona del grupo que consiste en fibrosis pulmonar idiopatica, neumonia intersticial no especifica, neumonia
organizada criptogénica, bronquiolitis respiratoria asociada a enfermedad pulmonar intersticial, neumonia intersticial
descamativa, neumonia intersticial aguda y neumonia intersticial linfocitica. En una realizacién particularmente
preferida del método segun la invencion, del kit de diagndstico segun la invencion, de la composicion farmacéutica
segun la invencion y/o del uso segun la invencion, la enfermedad pulmonar intersticial es fibrosis pulmonar idiopatica.
Para un resumen de la clasificacion de las enfermedades pulmonares intersticiales, el experto en la técnica puede
referirse, p. €j., al articulo American Thoracic Society/European Respiratory Society International Multidisciplinary
Consensus Classification of the Idiopathic Interstitial Pneumonias, American Thoracic Society; European Respiratory
Society, Am J Respir Crit Care Med. 15 de enero de 2002;165(2):277-304.

En algunas realizaciones, la enfermedad pulmonar intersticial puede estar provocada por una enfermedad que se
selecciona del grupo que consiste en manifestaciones pulmonares de la esclerodermia, sarcoidosis, neumonitis por
hipersensibilidad, artritis reumatoide, lupus eritematoso y asbestosis.

En ofra realizacion preferida del método segun la invencion, del kit de diagndstico segin la invencion, de la
composicion farmacéutica segun la invencion y/o del uso segun la invencion, el cancer se selecciona del grupo que
consiste en cancer de pulmon, cancer de mama, cancer de pancreas, cancer de préstata, neuroblastoma, melanoma,
cancer cerebral, cancer renal, cancer de vejiga, cancer de ovario, cancer hematolégico y cancer de colon. En una
realizaciéon preferida adicional del método segun la invencion, del kit de diagndstico segun la invencién, de la
composicion farmacéutica segun la invencion y/o del uso segun la invencion, el cancer se selecciona del grupo que
consiste en adenorcarcinoma, preferiblemente adenocarcinoma de pulmén, mesotelioma pleural, carcinoma
colorrectal, carcinoma de prostata, carcinoma de mama, carcinoma de células renales, carcinoma hepatocelular,
linfoma no Hodgkin y linfoma de Hodgkin.

En una realizacion particularmente preferida del método segun la invencion, del kit de diagndstico segun la invencion,
de la composicion farmacéutica segun la invencion y/o del uso segun la invencion, el cancer es cancer de pulmon, lo
mas preferiblemente adenocarcinoma de pulmén, o mesiotelioma pleural. En la realizacion mas preferida, el cancer
es adenocarcinoma de pulmoén.

Ahora la presente invencion se describira haciendo referencia a algunos de sus ejemplos especificos.
Ejemplos

Ejemplo 1 - Materiales y métodos

Biblioteca de expresion en fago

Para identificar un motivo de union a la CCL18 se empled una biblioteca de expresion en fago establecida (1).
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Células y lineas celulares

Se establecieron lineas de fibroblastos procedentes de material quirirgico de neumonectomias o lobectomias de
pacientes que presentaban distintos tumores o del material sobrante obtenido en videotoracoscopias (VTC) de
pulmén fibrético. Los pacientes padecian adenocarcinoma de pulmoén, carcinoma no microcitico o carcinoma
escamoso. La fibrosis se debia a fibrosis pulmonar idiopatica (FPI), neumonia intersticial idiopatica, sarcoidosis,
neumonitis por hipersensibilidad, pneumoconiosis o escleroderma sistémico. El tejido se corté en secciones
pequenias (aprox. 0,5 cm de longitud de arista) y se introdujo en placas de 6 pocillos que contenian 1 ml de Quantum
333 (PAA, Pasching, Austria) con penicilina/estreptomicina al 1 %. Los fibroblastos en expansion se recogian
cuando alcanzaban una confluencia de aproximadamente el 80 % por tripsinacién, se cultivaban en matraces de
cultivo celular de 75cm? (NUNC Thermo Fisher, Roskilde, Dinamarca) en Quantum 333 y posteriormente se
fraccionaban (1:3 a 1:5). En los estudios se utilizaron las lineas establecidas de los pases 3 a 8.

Salvo que se indique lo contrario, las células mencionadas se estimularon con 10 ng/ml de CCL18 humana
recombinante, 2,5 ng/ml de TGF con o sin 1 ng/ml de TNFa. Se aislaron AECIlI como se ha descrito anteriormente
(2). En resumen, primero se cortaron secciones de tejido pulmonar no tumoral en el examen macroscépico y se
lavaron tres veces a 4°C en solucién salina tamponada con fosfato (PBS) y después se digirieron en solucion esteéril
de dispasa [2,5 mg de dispasa Il (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Alemania) y 50 ug/ml de ADNsa | (Roche Diagnostics,
Mannheim, Alemania)] a 37 °C durante 60 minutos. Después de la digestion en dispasa, las secciones se pipetearon
abundantemente durante varios minutos con una pipeta de 10 ml de boca ancha. Las suspensiones de tejido crudo y
células se filtraron con una gasa de nylon de 50 y 20 ym de malla. Después la suspension celular se extendié sobre
una solucion de gradiente de densidad (PAN Biotech GmbH, Aidenbach, Alemania) y se centrifugé a 800xg durante
20 min.

Las células de la interfase se lavaron e incubaron en placas de Petri de 100 mm (max. 6 x 10’ células/placa) en
RPMI (Invitrogen, Karlsruhe, Alemania) con 10 % de suero fetal bovino (FCS) (PAA Laboratories GmbH, Colbe,
Alemania) y 1% de penicilina/estreptomicina (Biochrom AG, Berlin, Alemania) a 37°C en una incubadora
humidificada (5 % de CO3, 37 °C) durante 15, 20 y, de ser posible, 30 minutos para separar las células adherentes
(principalmente macréfagos alveolares, monocitos y fibroblastos) de las no adherentes.

Las células de adenocarcinoma pulmonar y de mesiotelioma pleural fueron una generosa donacion del Prof. HH
Fiebig de Oncotest (Friburgo). Las células se cultivaron en RPMI1640 que contenia 10 % de FCS y 100 U/ml de
estreptomicina y penicilina. Los cultivos se fraccionaron 1:3 cuando el cultivo alcanzé una confluencia del 90 %.

Citometria de flujo

Se estimo la expresion del receptor CCRG6 en la superficie de lineas de fibroblastos y de células tumorales asi como
en las células RLE-6TN usando un anticuerpo anti-CCR6 humano marcado con FITC (R&D Systems, Minneapolis,
MN, EE. UU.) y se analizdé usando un FACSCalibur (BD, Heidelberg, Alemania). Las células tripsinadas deben
incubarse durante 3 h en medio a 37 °C para dar tiempo a la re-expresién de las moléculas en la superficie. Para
inhibir la adherencia de las células, esta incubacion se realizé en tubos de polipropileno.

La expresion del CCR6 en las células RLE-6TN también se analizé usando un anticuerpo policlonal de cabra anti-
CCR6 (CKR6/C20, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) y un anticuerpo de ratén contra cabra marcado con
FITC (DAKO, Glostrup, Dinamarca).

La expresion superficial del CCR6 en las lineas celulares tumorales también se estimé usando un anticuerpo anti-
CCR6 humano marcado con PE (R&D Systems, Minneapolis, MN) y se midié6 con un FACSCalibur (Beckton
Dickinson, Heidelberg, Alemania).

Anadlisis de la expresion del CCR6 en el carcinoma de pulmén humano

Se cort6 el tejido tumoral de adenocarcinoma de pulmon recién aislado en secciones de no mas de 1 x 1 x 0,5 cm de
longitud de arista. El tejido se establecié usando solucién estabilizante HOPE (DCS, Hamburgo, Alemania) a 4°C y
se incluyd en parafina. Los cortes de tejido se desparafinaron y se tifieron para determinar la expresion del CCR6
por la técnica del peroxido (5) usando un anticuerpo disponible comercialmente (R&D Systems, Wiesbaden,
Alemania).

Inmunohistioquimica

La inmunohistioquimica se realizé como se ha descrito anteriormente (3,4) usando un mAb anti-CCR6 humano (clon
53103, isotipo IgG2b murino; R&D Systems Europe, Reino Unido) y una técnica de estreptavidina-biotina marcada
con peroxidasa (DAKO LSAB2 System; Dakocitomation, Alemania). La tincion de contraste se realizd6 con hemalum
de Mayer. En cada serie de tincion se incluyeron cortes tefiidos sin el anticuerpo primario como control negativo.

ELISA para el FGF2
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Para estimar la liberacion de FGF2 inducida por la CCL18, se recolectaron fibroblastos, se contaron y se sembraron
300.000 células por pocillo en una placa de cultivo celular de 6 pocillos en Quantum 333. Se dejé que las células se
adhirieran toda la noche y el medio se sustituyé por 1 ml de DMEM con 10 % de FCS. Las células no recibieron
estimulacion o se estimularon con 10 ng/ml de CCL18 humana recombinante. Para bloquear la interaccion de
CCR6/CCL18 se afiadié un anticuerpo de bloqueo contra el CCR6 (R&D systems, Wiesbaden, Alemania) o un
anticuerpo irrelevante (murino contra IgG humana, R&D Systems) hasta una concentracion final de 20 ug/ml en
cultivos paralelos. Después de 24 h de cultivo, se recolectd el sobrenadante y se almacend a -80 °C hasta la
cuantificacion del FGF2.

Las concentraciones de FGF2 se midieron usando un kit de ELISA (R&D) segun las instrucciones del proveedor.
PCR en tiempo real

Después del periodo de cultivo indicado, se extrajo el ARN total usando el reactivo TRIzol segun el protocolo del
fabricante (Invitrogen, Karlsruhe, Alemania). Se hizo una transcripcion inversa del ARN total con StrataScript RT
(Stratagene, Santa Clara, CA) usando el cebador oligo (dT)12-18 para obtener el ADNc segun el protocolo del
fabricante. Se disefiaron cebadores especificos para el CCR6 humano, el colageno tipo |, la actina a de musculo liso
y la GAPDH usando el programa Primer3 (Whitehead Institute for Biomedical Research, Cambridge, EE. UU;
http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi), el programa Amplify 1,2 (Universidad de Wisconsin, EE.
UU.; http://engels.genetics.wisc.edu/amplify) usando las bases de datos LocusLink y GenBank (National Center for
Biotechnology Information ; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/LocusLink/index.html). En la figura 17 se incluye el nimero
de codigo de acceso de las secuencias de nucledtidos que se usaron para generar los cebadores respectivos
ademas de las secuencias de los cebadores.

Todos los cebadores incluian un intrén y fueron sintetizados por MWG-Biotech (MWG-Biotech AG, Alemania). La
PCR en tiempo real se realiz6 con el termociclador iQ SYBR Green SuperMix, iCycler, y el programa iCycler iQ 3.0
(Bio-Rad Laboratories GmbH, Alemania) segun el protocolo del fabricante. Para controlar la especificidad de los
productos de la amplificacién, se realizé un analisis de la curva de fusién. No se observé amplificacion de productos
no especificos en ninguna de las reacciones. Se calculd el valor umbral del ciclo (Ct) y se us6 para computar el nivel
relativo de ARNm especifico mediante la féormula siguiente: "expresion relativa = 2(Ct GAPDHCt CCL18), 10 000" para
cada muestra de ADNc.

Western blot

Después del periodo de cultivo indicado, las células se lavaron una vez en PBS y se lisaron en tampodn de lisis
helado. Los lisados de células enteras se hirvieron a 93 °C durante 5 minutos en volumenes iguales de tampoén de
carga (Tris-HCI 0,5 M a pH 6,8, 2 % de SDS, 0,05 % de azul de bromofenol, 20 % de 2-mercaptoetanol, 10 % de
glicerol).

Todas las muestras se sometieron a electroforesis en gel de poliacrilamida con docecilsulfato sédico (SDS-PAGE) al
12 %, se separaron por electroforesis y se transfirieron a una membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF).
Después de bloquear durante 2 h en solucidon salina tamponada con Tris (TBS) que contenia 5 % de leche en polvo
desnatada, las membranas se incubaron con el anticuerpo primario [(de conejo anti-colageno | (Rockland,
Gilbertsville PA, EE. UU.); anti-aSMA (de conejo anti-aSMA (Abcam, Cambridge, MA); anti-vimentina (Santa Cruz);
anti-CCR6: CKR6/C20, Santa Cruz)] diluido 1:700 con TBS a 4 °C toda la noche. La visualizacion se realizé usando
anticuerpos secundarios apropiados marcados con IRDye 800CW o IRDye 700CW (Li-COR Bioscience, Bad
Homburg, Alemania) diluidos 1:10 000-1:20000 durante 2 h y se escane6 usando el sistema Odyssey (Li-COR
Bioscience) segun las instrucciones del fabricante.

Analisis de la expresion del CCR6 en PBMC en presencia o ausencia de PHA

Centrifugando en gradiente de densidad se aislaron células mononucleares de sangre periférica de sangre extraida
por venopuncion, se lavaron y se contaron. Las células se ajustaron a 1x10° células por ml en medio de cultivo
completo (RPMI1640 con 10 % de suero fetal bovino y 100 U de penicilina/estreptomicina) y se cultivaron durante 24
h en ausencia o en presencia de 10 ug/ml de fitohemaglutinina (PHA). Se midié el porcentaje de células CCR6
positivas usando anticuerpos anti-CCR6 marcados con FITC (R&D Systems, Wiesbaden, Alemania ) y se contaron
en un FACSCalibur (Becton Dickinson, Heidelberg, Alemania).

Inhibicion de la disminucién del 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 segun la SEQ ID NO.: 9), una combinacién de ambos o se dejaron sin
tratamiento. La incubacién se realizd6 en RPMI1640 con 10% de suero fetal bovino y 100 U/ml de
estreptomicina/penicilina a 37 °C. Después de la incubacién, se centrifugaron las células y se descartd el
sobrenadante. Las células se fijaron con 4 % de paraformaldehido durante 5 minutos sobre hielo y se lavaron dos
veces en PBS con 1 % de FCS. Después de fijar, las células se tifieron usando un anticuerpo anti-CCR6 conjugado
con fluoresceina (R&D systems, Wiesbaden, Alemania) y se analizaron por citometria de flujo (FACSCalibur y
Quantiquest; ambos de Becton Dickinson, Franklin Lakes, EE. UU.).
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Estadisticas (figuras 1 a 16)

Todas las estadisticas se calcularon utilizando estadisticos no paramétricos. El analisis pareado del aumento o la
inhibicién se realizé usando la prueba de los rangos con signo de Wilcoxon; los grupos no pareados se analizaron
usando el test U de Mann-Whitney. Se consideraron significativos los valores de p <0,05. Los datos se presentan
usando diagramas de cajas. En este caso, la mediana se representa con una linea incluida en un rectangulo que
indica el percentil 25 y el 75. Los percentiles 5 y el 95 se indican mediante lineas por encima o por debajo del
rectangulo, los valores fuera del intervalo de los percentiles 5 y 95 se ilustran en forma de puntos.

Pacientes

Se extrajo suero de voluntarios sanos (n = 6), de pacientes con NIl (n = 6) y NIU (n = 13) por venopuncion. Después
de coagular durante una hora, la sangre se centrifugd durante 15 minutos, se tomaron alicuotas de las muestras de
suero y se almacenaron a - 80 °C antes del ELISA.

Analisis por Western blot del suero (Ejemplo 8)

El suero se diluy6 1:10 con tampdn para Western blot y se hirvié a 93 °C durante 5 minutos en volumenes iguales de
tampon de carga (Tris-HCI 0,5 M a pH 6,8, 2 % de SDS, 0,05 % de azul de bromofenol, 20 % de 2-mercaptoetanal,
10 % de glicerol).

Todas las muestras se sometieron a electroforesis en gel de poliacrilamida con docecilsulfato sodico (SDS-PAGE) al
12 %, se separaron por electroforesis y se transfirieron a una membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF).
Después de bloquear durante 2 h en solucién salina tamponada con Tris (TBS) que contenia 5 % de leche en polvo
desnatada, las membranas se incubaron con anticuerpo primario anti-CCR6 (CKR6/C20, Santa Cruz), se diluyeron
1:700 con TBS a 4 °C hasta la mafana siguiente. La visualizacion se realizé usando un anticuerpo secundario
marcado con IRDye 800CW (Li-COR Bioscience, Bad Homburg, Alemania) diluido 1:10 000-1:20000 durante 2 h.
Después las transferencias se escanearon y analizaron usando el sistema y el programa Odyssey (Li-COR
Bioscience) segun las instrucciones del fabricante.

ELISA para el CCR6
El Elisa se realizé como indicaba el proveedor (Uscn Life Science Inc. Wuhan, China).
Bloqueo del CCR6 soluble libre

El suero se diluyd con un volumen igual de PBS/BSA (1 % de albdmina de suero bovino, Sigma, Deisenhofen,
Alemania) sin aditivos o con CCL18 o CCL20 (ambas de PeproTech, Hamburgo, Alemania; 100 ng/ml cada una). El
suero diluido después se incubd durante 1 h a 37 °C y posteriormente se midié por ELISA.

Lavado broncoalveolar

La broncoscopia, el lavado broncoalveolar y el cultivo celular del lavado broncoalveolar se realizaron usando
técnicas estandar descritas anteriormente (8, 9). Al final del periodo de cultivo, se recolectd el sobrenadante y se
almacenod a -70 °C hasta que se analizé para determinar la concentracion de CCL18. Se determind la viabilidad de
las células mediante exclusion por Trypan blue y siempre superé el 95 %.

Recuento celular diferencial del lavado broncoalveolar
El diferencial celular se determiné contando al menos 200 células de un frotis celular con tincion de May-Grunwald.

Para la tincion con inmunoperoxidasa, las células se fijaron en portas recubiertos de poli-L-lisina (Bio-Rad, Munich,
Alemania) y se revelaron con una técnica de peroxidasa-antiperoxidasa (PAP), usando anticuerpos monoclonales
contra CD4, CD8, IL-2R (Ortho Diagnostic Systems; Neckargemiind, Alemania) y antigeno leucocitario humano-DR
(HLA-DR) (Becton Dickinson, Heidelberg, Alemania). Se contaron al menos 200 células y las positivas se expresan
en términos de porcentaje de todos los linfocitos.

Estadisticas (figuras 18 a 22)

Los datos se representan en términos de media £ DT. La comparacién de los datos nominales se realizé usando la
prueba de ji cuadrado. Los datos continuos se analizaron usando la prueba U de Mann-Whitney no paramétrica.
Todas las estadisticas se calcularon utilizando el programa StatView.

Materiales y métodos para los ejemplos 11 a 17 y las figuras 23 a 32:
Caracteristicas de los pacientes con CPNM y de los controles sanos:

En este estudio participaron 170 pacientes diagnosticados de CPNM (estadio | a estadio IV de la UICC, 62 Edicién) y
un grupo de control de 31 voluntarios sanos. La edad media de los pacientes fue de 64 + 10 afios, 125 hombres y 45
mujeres. Setenta pacientes habian sido diagnosticados de adenocarcinoma, 54 pacientes de carcinoma escamoso y
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en 46 casos el patélogo describié una histologia mixta. Utilizando la clasificacion del estadio de la UICC (62 Edicion),
los autores clasificaron a 22 pacientes en estadio |IA, a 19 en estadio IB, a 5 en estadio 1IB, a 29 en llIA, a 25 en |lIB
y a 69 en estadio IV. En un caso, no se determiné el estadio de la UICC porque los datos, que describian
Unicamente el estado ganglionar, eran insuficientes. El grupo de control estaba formado por 10 mujeres y 22
hombres con una edad media de 32 + 11 afios.

Todos los procedimientos para el consentimiento informado, la obtenciéon de datos y la protecciéon de la privacidad
fueron aprobados por los Comités Eticos del Centro Médico Universitario de Friburgo. Los datos clinicos se
extrajeron de la base de datos de historias clinicas del Centro Médico Universitario de Friburgo. Las muestras de
suero de cada persona se tomaron en el diagndstico, durante las pruebas clinicas antes de iniciar el tratamiento
terapéutico. El suero se almaceno a -80 °C hasta que se realizaron los analisis. El diagnostico de CPNM se confirmé
por histologia o citologia. El tipo histolégico se determin6 segun la clasificacién de la Organizacion Mundial de la
Salud. Todos los tumores se clasificaron segun la 62 edicion de la UICC.

Inmunodeteccién de la CCL18 en suero

Utilizando un procedimiento de rutina se tomaron muestras de sangre venosa que se dejaron reposar 20 minutos
antes de centrifugar. Después de centrifugar, las muestras de suero se congelaron a -80 °C y se almacenaron. La
CCL18 se cuantifico usando el kit DuoSet ELISA Development System (R&D Systems Europe, Wiesbaden,
Alemania). El limite de deteccién para la CCL18 en el ELISA fue de 7 pg/ml. Todas las muestras se midieron por
duplicado. Para las muestras duplicadas, se aceptd un coeficiente de variacion intraensayo del 10 % y un coeficiente
de variacion entre ensayos del 20 %.

Induccién de la TEM por la CCL18

Se sembraron células de la linea celular de adenocarcinoma A549 en placas de 6 pocillos y se dejaron adherir hasta
la mafiana siguiente. Después de la adherencia, se estimuld a las células con la cantidad indicada de CCL18. Como
control positivo se us6 TGFR. Las células se recolectaron después de 72 h y se analizaron por PCR o por Western
blot.

Aislamiento de lineas de fibroblastos

Se establecieron lineas de fibroblastos procedentes de material quirirgico de neumonectomias o lobectomias de
pacientes que presentaban distintos tumores. El tejido se cortd en secciones pequefias (aprox. 0,5 cm de longitud de
arista) y se introdujo en placas de 6 pocillos que contenian 1 ml de Quantum 333 (PAA, Pasching, Austria) con
penicilina/estreptomicina al 1 %. Los fibroblastos en expansion se recogian cuando alcanzaban una confluencia de
aproximadamente el 80 % por tripsinacion, se cultivaban en matraces de cultivo celular de 75cm? (NUNC Thermo
Fisher, Roskilde, Dinamarca) en Quantum 333 y posteriormente se fraccionaban (1:3 a 1:5).

Citometria de flujo

La expresion del CCR6 en la superficie de las lineas de fibroblastos se estimé usando un anticuerpo anti-CCR6
humano marcado con FITC (R&D Systems, Minneapolis, MN) y se midid por citometria (FACScalibur, Becton
Dickinson, Franklin Lakes).

Estadisticas

Las concentraciones se expresan en términos de mediana (intervalo). El analisis estadistico se realiz6 usando el
programa StatView 5.0 (SAS Institute, NC). Los datos se presentan en términos de media y su desviacion tipica y se
muestran en un diagrama de cajas. La comparacién entre los grupos de pacientes se realizd usando pruebas
ANOVA vy de Bonferroni-Dunn para comparaciones multiples. Las variables relacionadas como la produccion de
citocinas en cultivos celulares idénticos después de distintas estimulaciones se compararon por la prueba de los
rangos con signo de Wilcoxon. El analisis ROC y el "valor de las graficas en funcion del criterio" se realizaron usando
el programa MedCalc (MedCalc Software bvba, Mariakerke, Bélgica).

En las comparaciones unicas, el valor de la probabilidad se consideraba significativo si era inferior a 0,05. En las
comparaciones multiples el nivel de p se ajustaba dependiendo del nimero de comparaciones (Bonferroni).

Ejemplo 2 - Identificacion de un péptido que se une a CCL18 usando la expresion en fago

Después de 3 ciclos de unir los fagos de la biblioteca de fagos (como se ha descrito en el ejemplo 1), a CCL18 unida
a una placa, se plaquearon E. coli infectados con fagos en agar y se eligieron 20 colonias, se expandieron y se aisl6
su ADN para secuenciarlo. Algunas de las secuencias eran no codificantes o codificaban dianas de genes no
humanos, sin embargo, se identificé una secuencia claramente relacionada con el receptor de quimiocina CC 6
(CCR®).

Ejemplo 3 - Analisis de la expresion del CCR6 en una linea de fibroblastos humanos primarios

PCR
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Los estudios de expresion usando cebadores para CCR6 revelaron una gran variabilidad en la expresion del ARNm
del CCR6. La expresion mas elevada se encontré en las lineas de fibroblastos procedentes del pulmén de los
pacientes con neumonia intersticial usual (NIU). Las lineas procedentes de pacientes con neumonia intersticial
idiopatica (NII) y carcinoma escamoso expresaban un nivel muy bajo de ARNm del CCR®6 (Fig. 1).

FACS

En el analisis por citometria de flujo de las lineas de fibroblastos establecidas se observd una expresion detectable
de CCRG6 solo en las lineas de fibroblastos procedentes de pacientes con NIU. Las lineas procedentes de los
pacientes con carcinoma escamoso o NIl no expresan un nivel detectable de CCR6 en la superficie (Fig. 2). La
expresion elevada del CCR®6 en los fibroblastos del pulmon fibrético se mantuvo elevada en todos los pases (no se
muestran datos).

Inmunohistioquimica

Los estudios inmunohistioquimicos de secciones tisulares procedentes del pulmén de pacientes con FPI/NIU no
revelaron expresion del CCR6 en el tejido pulmonar normal (Fig. 3A). En el pulmén fibrético se detectd expresion del
CCRG6 en la superficie apical de las células epiteliales alveolares (Fig. 3B) y en los fibroblastos (Fig. 3C).

Ejemplo 4 - Analisis funcional del CCR6
Expresion del FGF2

Los fibroblastos procedentes de pulmones no fibréticos liberan un nivel muy bajo de FGF2. La CCL18 estimula una
liberacion muy escasa de FGF2 en estas células. Por el contrario, sin estimulacién, los fibroblastos procedentes del
pulmon fibrético liberan una gran cantidad de FGF2 (p < 0,005 frente a los controles) que aumenta todavia mas
cuando son estimulados por la CCL18 (p < 0,05, Fig. 4).

El bloqueo del CCR6 por un anticuerpo bloqueante no produce ningun efecto en la liberacion del FGF2 estimulada
por la CCL18 en las lineas de fibroblastos de pulmon no fibrético. En los fibroblastos procedentes de pulmon fibrético,
el bloqueo del CCR6 redujo significativamente el aumento del nivel de FGF2 inducido por la CCL18 (p < 0,05).

Expresién de colageno

Se ha publicado que la CCL18 induce la expresion de colageno y de aSMA (7, 18). Por eso se analizé si la induccion
de estas moléculas es también dependiente del CCR6. Como se muestra en la Fig. 5 (grafica superior), la CCL18
aumenta la expresion del colageno | en tres de las cuatro lineas celulares analizadas. Esta induccion fue inhibida en
las tres lineas celulares que reaccionaban a CCL18 cuando se bloqueé el CCR6 mediante un anticuerpo blogueante.
El mismo resultado se obtuvo para el aumento de la expresion de aSMA inducido por la CCL18. La linea celular que
no mostré aumento de la expresion de colageno | al ser estimulada por la CCL18, tampoco reaccion6 en el caso de
la aSMA (Fig. 5, grafica inferior).

Ejemplo 5 - La induccion de la transicion epitelio-mesénquima (TEM) de los miofibroblastos por la CCL18 es
dependiente de CCR6

TEM de la linea celular de epitelio alveolar de rata RLE-6TN

La linea celular de epitelio alveolar de rata RLE-6TN presenta la tipica forma de célula cuboide de la célula epitelial
(Fig. 6 arriba). El cultivo de estas células durante seis dias en presencia de CCL18 induce la diferenciacion a células
fibroblastoides de forma ahusada (Fig. 6 centro, véanse las flechas) en algunas zonas. La diferenciacion es mas
pronunciada en presencia de TGFf (Fig. 6 abajo, véanse las flechas) ya que casi todas las células presentan un
fenotipo fibroblastoide con forma ahusada. Estos resultados indican que la CCL18 induce la TEM, al menos
parcialmente, en las células RLE-6TN.

Los analisis por Western blot de las RLE-6TN después de la TEM inducida por la CCL18 o el TGFf revelaron la
expresion de vimentina después del cultivo en presencia de CCL18, que aumenta con el TNFa (Figura 7). En ambas
condiciones solo se observé una tenue expresion de aSMA. EI TGFf indujo una potente expresion de aSMA pero no
pudo inducir la expresion de vimentina.

La microscopia de fluorescencia demostré que la estimulacion con TGFf si induce la expresion de aSMA en las
células RLE-6TN (Fig. 8B) mientras que la CCL18 sola o la CCL18 con TNFa no (Fig. 8C y D). Por el contrario, todas
las estimulaciones indujeron la expresion del CD90 (Fig. 9B y C), aunque la expresion del CD90 fue mas intensa
cuando se utilizé la CCL18. La PCR cuantitativa en tiempo real de las RLE-6TN revelé una expresion tenue del
CCR6 de rata. No obstante, en el analisis de la proteina CCR6 mediante Western blot o citometria de flujo no se
pudo demostrar la expresion del CCRG6 en las células RLE-6TN (no se muestran datos). Por tanto, las células fueron
transfectadas transitoriamente con un plasmido disponible comercialmente que contenia una secuencia de ADN que
codifica el CCR6 humano. Después de la transfeccion, la estimulacion con CCL18 indujo la expresion de la aSMA en
las células transfectadas con el CCRG6, pero no en las células con transfeccion simulada. Por el contrario, el TGFB
indujo la expresion de aSMA en ambos tipos de células (Figura 10).
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TEM de células epiteliales alveolares primarias humanas

La estimulacién de células epiteliales alveolares primarias humanas de tipo |l aisladas con TGFR+TNFa o CCL18
con o sin TNFa también induce la TEM como se demostré por la mayor expresion de vimentina y aSMA y la menor
expresion de citoqueratina (Fig. 11).

Ejemplo 6 - Inhibicion de la reduccion de la expresion del CCR6 inducida por la CCL18 en las PBMC

Se agruparon células mononucleares de sangre periférica (PBMC) humanas aisladas segun el porcentaje basal de
células CCR6". Cuando las PBMC se cultivan sin ninguna activacién no se altera el porcentaje de células CCR6".
Por el contrario, la activacién con PHA aumenta el porcentaje de las células CCR6" en las preparaciones con una
proporcién inicial baja de CCR6" (Fig. 12, barras sombreadas), pero disminuye en las preparaciones con una
proporcién alta de CCR6" (Fig. 12 barras blancas).

La incubacién con CCL18 de las PBMC aisladas con una alta proporcién de células CCR6" durante 20 minutos
provocd un descenso en el porcentaje de células CCR6" (Fig. 13) posiblemente por la internalizacién del receptor
CCR®6. Este descenso en la expresién del CCR6 inducido por la CCL18 es menos acusado en presencia del péptido
inhibidor PS-AU-105 (polipéptido segun la SEQ ID NO.: 9). La Fig. 14 demuestra una clara subpoblacion de células
CCR6" en el cultivo no estimulado (control pos,). La estimulaciéon con CCL18 reduce esta subpoblacién como
demuestra el segundo pico de menor tamafo (Solo CCL18). La estimulacion con CCL18 en presencia del péptido
inhibidor PS-AU-105 (polipéptido segun la SEQ ID NO.: 9) no consigue reducir la subpoblacién CCR6". El inhibidor
solo no produce ningun efecto (Solo inhibidor).

Ejemplo 7- Analisis de la expresion del CCR6 en el carcinoma de pulmén humano

Inmunohistioquimica

En el analisis del pulmén de control no se observo tincion de los CCR6 (Fig. 15A). Por el contrario, en las células
tumorales se observé una clara expresion de los CCR6 (Fig. 15 B y C, flechas). Ademas, en algunos fibroblastos
también se observo una tenue expresion de CCR6 (Fig. 15 C, puntas de flecha).

FACS

En el analisis por FACS se observé una marcada expresién del CCR6 en dos de las tres lineas celulares de
adenocarcinoma (Fig. 16 graficas superiores) y en todas las lineas celulares de mesiotelioma pleural (Fig. 16
graficas inferiores). La linea celular de adenocarcinoma de pulmén LxFA 526L presenta una expresion muy leve de
CCRS.

Ejemplo 8 - Deteccion del CCR6 soluble (sCCR6) en el suero de los pacientes con fibrosis pulmonar y de los
controles sanos

Analisis por Western blot

En el analisis por Western blot se observo la presencia del sCCR6 en el suero de los voluntarios sanos y en los
pacientes con NIU (Fig. 18A). En el analisis cuantitativo de las Western blots se observé que la intensidad del pico
era ligera pero significativamente menor entre los pacientes fibréticos que entre los controles (Fig. 18B).

ELISA

Para evaluar las diferencias observadas en el analisis por Western blot con mayor precision, se midio la
concentracion del sCCR6 usando un ELISA para el CCR6 disponible comercialmente. En 15 de las 19 muestras de
los pacientes con fibrosis (NIl: n =6, NIU: n = 13) no fue posible detectar el sSCCR®, pero solo 2 de las 9 muestras de
suero de los voluntarios sanos fueron negativas (p < 0,005). Incluso en las dos muestras positivas por Western blot
(carriles 4 y 6 de la Figura 18 A) no fue posible detectar el SCCR6 en el ELISA. En el suero de los pacientes con
fibrosis pulmonar, la concentracion de sCCR6 fue significativamente menor que en los controles (18 + 11 versus
216 + 95 pg/ml; p <0,001; Fig. 19). El analisis posterior de las enfermedades fibroticas subyacentes no reveld
diferencias en la concentracion de sCCR6 entre los pacientes con NIU y con NIL.

Ejemplo 9 - Las moléculas de sCCR6 presentes en el suero de los pacientes fibroticos estan unidas a ligandos

En el ELISA del sCCRG6 descrito en el ejemplo 8 se emplea un anticuerpo monoclonal anti-CCR6 como anticuerpo de
captura unido a la placas y un anticuerpo policlonal anti-CCR6 conjugado con biotina como anticuerpo de deteccion.
La mayor parte de los anticuerpos monoclonales anti CCR6 estan dirigidos contra el extremo N del receptor que
porta el sitio de unioén al ligando. Para analizar si el sitio de reconocimiento del anticuerpo de la molécula del sCCR6
presente en el suero de los pacientes fibréticos podria estar cubierto con el ligando por la gran abundancia de
CCL18 en este suero [6, 7], se incubd el suero de voluntarios sanos con 100 ng/ml de CCL18 o CCL20,
respectivamente y se cuantificd por ELISA el sCCR6 presente en el suero bloqueado y no bloqueado. La adicién de
estos ligandos de CCR6 provoca una notable reduccién de la sefial del sCCR6 (Fig. 20). La adicién de 100 ng de
CCL18 o CCL20 practicamente anula la deteccion del CCR6 en el suero con una concentracion baja y media de
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sCCRG6. En un suero que tenia una concentracion alta de sCCR6 solo se observé una reduccion de la concentracion
del 36 % en el caso de la CCL18 y del 14 % en el caso de la CCL20.

Por tanto, el sSCCR6 unido a sus ligandos, la CCL18 y la CCL20, deja de ser detectable en el ELISA.

Estos resultados indican que las moléculas de sCCR6 presentes en el suero de los pacientes fibréticos estan unidas
a ligandos, de forma que la concentracion de sCCR6 que se detecta en el suero de dichos pacientes mediante un
ELISA es mas baja (ejemplo 8). Los datos también indican que la CCL18 ha perdido la capacidad bloqueante en los
pacientes negativos para sCCR6 no unidos a ligandos en suero.

Ejemplo 10 - Los pacientes con fibrosis y positivos para sCCR6 en suero presentan un mayor porcentaje de linfocitos
en el lavado broncoalveolar (BAL) que los pacientes negativos para sCCR6

Se ha comprobado que la CCL18, identificada por los autores de la presente invencién como ligando del receptor
CCR®, induce la quimiotaxis de los linfocitos T. Por eso se estudid la posible influencia de los sCCR6 sobre la
poblacion celular presente en el lavado broncoalveolar. De hecho, los pacientes con fibrosis (NIl: n = 6, NIU: n = 13)
positivos para sCCR6 no unidos a ligandos en suero presentan un porcentaje de linfocitos en el lavado
broncoalveolar significativamente mayor que los pacientes negativos para sCCR6 no unidos a ligandos (35,5 %
versus 17,8 %, p < 0,05). Esta diferencia no se ha observado en los controles (Fig. 21).

Estos datos indican que los sCCR6 reducen la biodisponibilidad de la CCL18 en suero, aumentando asi el gradiente
de concentracion de la CCL18 entre el pulmén y la periferia y forzando la quimiotaxis de las células inmunitarias a
los alvéolos del pulmén. Esta funcion se ha perdido en los pacientes negativos para sCCR6 no unidos a ligandos, lo
que provoca una acumulacién de CCL18 y reduce el gradiente de concentracion funcional de la CCL18.

En general, la fibrosis pulmonar entre los pacientes con mayor porcentaje de linfocitos es menos grave que entre los
pacientes con un menor porcentaje de linfocitos en el lavado broncoalveolar. El andlisis de las subpoblaciones de
linfocitos revelé un aumento leve, pero significativo, de los linfocitos T CD3" en los pacientes positivos para sCCR6
en suero (91,0+ 1,4 % versus 95,7 + 1,2 %; p <0,05). Por el contrario, el porcentaje de linfocitos HLA-DR" fue
menor entre los pacientes positivos para sCCR6 que entre los negativos para sCCR6 (32,3 + 14,4 % versus
7,0 £7,8 %; p <0,05). Los pacientes positivos para sCCR6 también presentaban un mayor porcentaje de células NK
(CD57+) y células CD1a" (33,0+£9,6 % versus 145+56% y 1,0+ 1,0% versus 0,1+ 0,3 %, respectivamente;
p < 0,05 en ambos casos) (Fig. 22).

Ejemplo 11 - Nivel sérico de CCL18 en los pacientes con CPNM y correlacion con los parametros clinico-patolégicos

Se observo una diferencia significativa entre todos los grupos de pacientes y los controles (p < 0,0001; Fig. 23). El
nivel sérico de CCL18 entre los pacientes con carcinoma de células escamosas fue mayor que el de los pacientes
con adenocarcinoma (172 =95 ng/ml, 207 + 139 ng/ml; respectivamente; p <0,02). El nivel sérico de CCL18
aumento gradual y significativamente con el estadio T (Fig. 24). Comparando con los controles, el nivel sérico de
CCL18 fue significativamente mayor entre los pacientes en estadio | (134 + 74 ng/ml, n = 39, p = 0,0002) y aun mas
entre los de estadio Il (176 £99 ng/ml, n=61 p<0,0001), Il (215+ 106 ng/ml, n=26 p<0,0001) y IV
(219 £ 177 ng/ml, n = 28 p < 0,0001). Al comparar los pacientes con tumores se observo que el nivel en el estadio |
era significativamente menor que en el estadio Il (215+ 106 ng/ml, n=26, p<0,005) y en el estadio IV
(219 £ 177 ng/ml, n =28, p =0,002). El nivel de CCL18 en los estadios Ill y IV también fue significativamente
diferente del de los controles (p < 0,0001).

Ejemplo 12 - Determinacion del punto de corte del nivel sérico de CCL18

El analisis de las caracteristica operativa del receptor (ROC) revel6 un punto de corte de 83 ng/ml (area bajo la curva
(AUC): 0,968; p <0,0001, Fig. 25 izquierda) que permite discriminar entre los controles sanos y los pacientes con
CPNM. El analisis ROC para discriminar entre las muertes relacionadas con el cancer y las no relacionadas con el
cancer no produjo una AUC valida. Para estratificar a los pacientes con tumores, se represento un diagrama de valor
de criterio usando el criterio de muerte durante el periodo de observacion. Este analisis reveld un punto de igual
sensibilidad y especificidad (54 %) de 162 ng/ml (Fig. 25 derecha).

Ejemplo 13 - Nivel sérico de CCL18 y supervivencia en los pacientes con CPNM

El tiempo medio de supervivencia de los pacientes con CPNM y un nivel sérico de CCL18 por encima de 160 ng/ml
fue de 623 dias, mientras que entre los pacientes con CPNM y un nivel sérico entre 160 ng/ml y 80 ng/ml el tiempo
medio de supervivencia fue de 984 dias. Entre los pacientes con un nivel de CCL18 inferior a 80 ng/ml el tiempo
medio de supervivencia fue de 841 dias (p < 0,004, Fig. 26).

Ejemplo 14 - Nivel sérico de CCL18 y supervivencia por subgrupo histoldgico

El tiempo medio de supervivencia entre los pacientes con adenocarcinoma de pulmoén fue de 388 dias en el grupo
con mayor nivel de CCL18. En el grupo con un nivel de CCL18 entre 160 y 80 ng/ml, el tiempo medio de
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supervivencia fue de 788 dias y en el grupo con nivel normal de CCL18, el tiempo medio de supervivencia fue de
1152 dias (p < 0,002).

Ejemplo 15 - Nivel sérico de CCL18 y estadios tumorales en los subgrupos histologicos

Respecto al subgrupo de los pacientes con adenocarcinoma, el estadio N medio en el grupo con una concentracion
sérica de CCL18 superior a 160 ng/ml fue significativamente mayor (1,7 £ 1,1) que en el subgrupo con un nivel
sérico de CCL18 normal (0,5+ 1; p<0,005, Fig. 28). Entre estos pacientes con adenocarcinoma, también se
observé que la frecuencia de metastasis en el subgrupo con CCL18 sérica por encima de 160 ng (58 %) tendia a ser
mayor que en los otros grupos (<160 ng/ml: 42 %; normal: 25 %).

Ejemplo 16 - La CCL18 induce la TEM en las células de adenocarcinoma

La estimulacion de las células de adenocarcinoma con CCL18 durante 72 h induce un aumento marcado y
dependiente de la dosis de la expresién del ARNm del marcador de fibroblastos FSP1. El aumento de la expresion
inducido por la CCL18 fue mayor que el inducido por el TGFR (Fig. 29). Ademas, la CCL18 también induce una
expresion dependiente de la dosis del factor de transcripcién asociado a los fibroblastos snail. Aqui también, la
estimulacion de la CCL18 fue mas eficaz que la del TGFR (Fig. 30). Al contrario de lo que sucedia con los
marcadores anteriores, el marcador epitelial E-cadherina sufri6 una brusca reducciéon después de 24 h de
estimulacion con la CCL18 (Fig. 31).

Ejemplo 17 - Expresion del CCR6 en lineas de fibroblastos de subgrupos histolégicos

Los fibroblastos aislados de los pulmones de pacientes que padecen adenocarcinoma presentan un mayor
porcentaje de células CCR6 positivas (30 + 22 %, n =4; Fig. 32) que las lineas de fibroblastos procedentes de
carcinoma escamoso o de pulmones con histologia mixta (2+ 1 %, n =8y 2 £ 2 %, n = 6, respectivamente).

Los resultados descritos en los Ejemplos 11 a 17 proceden del primer estudio en el que se investigoé el nivel sérico
de CCL18 en pacientes con cancer de pulmoén. Se observo que el nivel sérico medio de CCL18 entre los pacientes
con cancer de pulmén es mas de cuatro veces superior al de los controles sanos. Los datos obtenidos demuestran
que el nivel sérico de CCL18 aumenta con el estadio T. Por el contrario, el estadio N y M no muestra correlacion con
el nivel sérico de CCL18. Ademas, el nivel sérico de CCL18 difiri6 dependiendo de la histologia del cancer de
pulmoén.

Los macréfagos asociados a tumores (MAT) se asemejan a los macréfagos activados por otras vias, también en la
produccién de CCL18.

El punto de corte para discriminar entre los sujetos sanos y los pacientes con CPNM es de 83 ng/ml y es similar al
punto de corte determinado por los autores para discriminar entre los pacientes con fibrosis y los controles sanos. No
fue posible utilizar el analisis ROC para predecir la muerte relacionada con el cancer segun el nivel sérico de CCL18.
Por eso, para definir un valor de corte para estratificar a los pacientes se cre6 un diagrama de valor del criterio para
la supervivencia. Este diagrama de valor del criterio para la CCL18 revelé un punto de corte de la concentracion de
160 ng/ml. Este punto de corte de 160 ng/ml es un potente factor de prediccion del tiempo de supervivencia entre los
pacientes con CPNM. El tiempo de supervivencia medio de los pacientes con una concentracion sérica de CCL18 de
160 ng/ml o superior fue un tercio menor que el de los pacientes con una concentraciéon de CCL18 inferior a
160 ng/ml. Este efecto es mas caracteristico en el subgrupo de pacientes con adenocarcinoma. La CCL18 es un
producto tipico de los macréfagos activados de formas alternativas y es un posible marcador de los MAT. Dado que
los MAT se localizan dentro del tumor, su nimero deberia aumentar con la masa del tumor. Por eso se estudio la
correlacion entre el nivel sérico de CCL18 y el estadio T como marcador alternativo del tamafio del tumor. Esto es
aplicable especialmente a los estadios T inferiores y, de hecho, el nivel sérico de CCL18 aumenta con el estadio T
de T1 a T3. La principal diferencia entre el estadio T3 y T4 es la infiltracion de importantes estructuras mediastinicas
pero no refleja necesariamente un tamafio mayor. No se encontraron diferencias significativas en el nivel sérico de
CCL18 de los pacientes en los estadios T3 y T4.

Los estadios N y M son marcadores alternativos de la metastasis hematica y linfatica. EI aumento del estadio N y el
hecho de que la frecuencia de las metastasis tiende a ser mayor entre los pacientes con un nivel sérico de CCL18
alto indican, una vez mas, que la CCL18 es un marcador de la progresion de la enfermedad en el adenocarcinoma.

De forma similar a los resultados obtenidos en las células epiteliales, la CCL18 induce la transicion epitelio-
mesénquima también en las células de adenocarcinoma. Se cree que la TEM es un evento importante en los
procesos de metastasis. La capacidad migratoria de las células cancerosas es limitada. Durante la TEM las células
cancerosas pierden el contacto con el tejido circundante y adquieren funciones que les permiten migrar. El aumento
de los marcadores mesenquimales FSP1 y snail y el descenso del nivel de E-cadherina indican que la CCL18 induce
la TEM en las células de adenocarcinoma. Por tanto, la pérdida de la molécula de adhesion E-cadherina, permite a
la célula escapar del tejido tumoral. Se cree que la FSP1 esta relacionada con la metastasis y la invasion tumoral. El
factor de transcripcion snail regula la expresion del colageno, de algunas metaloproteinasas de la matriz y de la
actina a de musculo liso, que es importante para la motilidad de las células.
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Por tanto, la CCL18 es un biomarcador que permite estratificar a los pacientes de adenocarcinoma de alto riesgo.
Los datos también indican que la CCL18 fomenta la metastasis tumoral al inducir la TEM.
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1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340

2400
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ctttgatttc
gctgagagtyg
cotageggag
gaagttgggy
gaatactttt
ttgtteegtt
gagctgcaga
ggggtctgaa
tcatggaact
ttgtgttaca
ctcacacctg
agtttgagac
gcecaggegtyg
cgcttgaacc
tgggtgacaa
atgtaaacat
cttgtaagct

ctgtattttt

<210>5
<211>793
<212> DNA

cctgggaget
ctatgaagac
ttecagcaaa
tttattgtac
tttttttttt
tctttaatgt
ttagotaggyg
atttgtgatg
catgttttta
aaaatacaaa
taatcccage
cagecetggoc
gtggegggtg
caggaggcag
agcgagactc
accaacatgt
ttaactatat

aaagcatggc

<213> Homo sapiens

<400> 5
aggagttgtg

atgaagggce
gcacaagttg
caaaagttca
ctcoctaacca
tacatcagcg
cttggtggge
ggccacctct
agtttatgea
tagtatttte
ctettegtac
gocatatgta
atattggeag

adadaaadaa

agtttccaag
ttgecagetge
gtaccaacaa
tagttgacta
agagaggcecqg
acctgaagot
ccaggaggga
tctaagagte
tcatatttea
tctgacatcet
attcaatgea
tcaaatgaca
tacttattat

daa

gttctetgte
aggatctaga
caaaatggac
agtttaaaat
taaagaaage
ggttgaagag
gacagctgga
gaatcagatt
aagggctatg
cacatgttag
attttgggaa
aacatggecga
ccotgtaatee
aggttgcagt
catctcaaaa
ttaaacctga
ctetetttaa

tttggetttg

ccccagctca
cctacttgte
agagctctge
ttotgaaace
gcagatctgt
gaatgecetga
acaggagcct
ccatctgcecta
ttttgaaatt
catgacattg
tggatcaatc
aatctttatt

ataaaaggta

ES 2 604 108 T3

gtgagtgtct
ataatcttge
tcaagagaga
gttagatgtt
aactttactg
caatgtgtgg
attatgectgg
ttaacagecte
taaatatatg
gaaggtactg
gctaagatgg
aaccactete
cagctacttg
gagccgagat
aaaaaaaaaa
caatggtgtt
aatgcaaaat

caaaataaaa

ctctgaccac
ctegtetgea
tgectegtet
ageccccagt
getgacceca
ggggectgga
gagccagggce
tgcccageca
gatttetatt
tetttatecat
agtgtgatta
gaatggtttt

aaccagcatt

cttgtctaaa
tcacagectgt
tttgattaat
tttaattttt
agacaatgta
ctgaagactt
cttctgataa
tettcaatga
aacattagaa
tcatgggcta
gtggatcact
tactaaaaat
ggaggctgag
cgtgeeoattg
aaaaaaagga
atttgaaact
aatgtcttaa

aatgtgtttt

ttctetgeoet
ccatggeact
ataccteoctg
gococaagec
ataagaagtg
agctgegagy
aatggccctg
cattaactaa
gttgagetge
cettteeceet
gctttetcag
gctcageace

ctcactgtga

54

cgtccattaa
gctctgagtg
gaatcgtaat
taaataaatg
gaaagaagtt
ttgttatgag
ttattttaaa
catagaaagt
aaatagcaac
ggcatggtgg
tgaggtcagg
acaaaaattt
gcaagagaat
cactccagecc
aagaactgtc
ttatattgtt
gattcaaagt

gtacatgaa

geccagcate
ctgeotectgt
gcagattcca
aggtgtcate
ggtccagaaa
gaccagtgaa
ccaccctgga
ctttaatett
attatgaaat
ttcectteaa
cagacattgt
accttttaat

aaddaaddaa

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3479

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

793
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15

<210> 6
<211> 851
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 6

agaatataac
gcetaaaaace
actccaccte
agaccgtatt
ctgtgacatc
aaaacagact
aaaactgtgyg
ggggttggag
actggacttg
catcacatta
gctatttaat
ttggggggga
actatttaac
aaaataagaa
ttaaaaaaaa
<210>7

<211> 848
<212> DNA

agcactceca
atgtgctgta
tgcggegaat
cttcatecta
aatgctatca
tgggtgaaat
cttttetgga
gtttcacttg
tccaattaat
aagttaaact
actaattttc
ataagattat
attcttttgt
aaatattaat

a

<213> Homo sapiens

<400>7
agaatataac

gctaaaaacc
actccaccte
cegtattett
tgacatcaat
acagacttgg
actgtggett
gttggaggtt
ggacttgtcc
cacattaaag
atttaatact
ggggggaata
atttaacatt
ataagaaaaa

aasaaaaaa

agcactccca
atgtgctgta
tgoggegaat
catecctaaat
gctatcatcet
gtgaaatata
ttetggaatg
tcacttgeac
aattaatgaa
ttaaactgta
aattttccat
agattatatg
cttttgttta

tattaataag

aagaactggg
ccaagagttt
cagaagcage
aatttattgt
tetttecacac
atattgtgeg
atggaattgyg
cacatcatgg
gaagttgatt
gtattttatg
cataagctat
atggactttc
ttatattgtt

aagacaaata

aagaactggg
ccaagagttt
cagaagcaag
ttattgtggg
ttcacacaaa
ttgtgegtet
gaattggaca
atcatggagyg
gttgattcat
ttttatgtta
aagctatttt
gactttcttyg
tattgttttg

acaaatattg
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tactcaacac
gcteoctgget
aagcaacttt
gggcttcaca
aaagaaaaag
tectbectecagt
acatagccca
agggtttagt
catattgcat
ttatttatag
tttggtttag
ttgcaagcaa
ttgtctccta

ttgaaaataa

tactcaacac
gctcectgget
caactttgac
cttcacacgg
gaaaaagttg
cctcagtaaa
tagcccaaga
gtttagtget
attgcatcat
tttatagctg
ggtttagtge
caagcaacaa
tctcctaaat

aaaataaaga

tgagcagatc
getttgatgt
gactgetgte
cggcagetgg
ttgtctgtgt
aaaaaagtca
agaacagaaa
gcttatctaa
catagtttge
ctgtaggttt
tgcaaagtat
caagctattt
aattgttgta

dagaaacaaaa

tgagcagatc
gctttgatgt
tgotgteottyg
cagctggeca
tetgtgtgeg
aaagtcaaga
acagaaagaa
tatctaattt
agtttgettt
taggttttet
aaagtataaa
gctatttttt
tgttgtaatt

aacaaaaagt

55

tgttectttga
cagtgetget
ttggatacac
ccaatgaagg
gcgcaaatcc
agaacatgta
gaaccttget
tttgtgecctce
tttgtttaag
tctgtgttta
aaaattatat
tttaaaaaaa
attgcattat

agttettetg

tgttetttga
cagtgctgct
gat.acacaga
atgaaggctg
caaatccaaa
acatgtaaaa
cettgetggg
gtgcctcact
gtttaagcat
gtgtttaget
attatatttg
aaaaaaaact
gcattataaa

tcttctgtta

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

851

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

848



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 604 108 T3

<210> 8
<211> 144
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> secuencia de polinucledétidos que codifica el polipéptido segun la SEQ ID NO.:1

<400> 8
atgagcgggg aatcaatgaa tttcagcgat gttttcgact ccagtgaaga ttattttgtg 60

tcagtcaata cttcatatta ctcagttgat tctgagatgt tactgtgcte cttgeaggag 120
gtcaggcagt tctccaggect attt 144

<210>9
<211> 29
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido inhibidor de CCR6

<400> 9
Glu Asp Cys Cys Leu Val Tyr Thr Ser Trp Gln Ile His Pro Lys Phe
1 5 10 15

Ile Val Asp Tyr Ser Glu Thr Ser Pro Gln Cys Pro lys
20 25

<210> 10
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo GAPDH

<400> 10
caccagggct gcttttaact 20

<210> 11
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso GAPDH

<400> 11
gatctcgctc ctggaagatg 20

<210> 12
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo CCR6

<400> 12
gcacaaaatg atggcagtgg 20

<210> 13

<211> 20
<212> DNA
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<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso CCR6

<400> 13
ccgaagcact tccaggttgt 20

<210> 14
<211> 22
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo colageno tipo |

<400> 14
ccctgtetge ttectgtaaa ct 22

<210> 15
<211> 22
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso colageno tipo |

<400> 15
catgttcggt tggtcaaaga ta 22

<210> 16
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo alphaSMA

<400> 16
catcatgcgt ctggatctgg 20

<210> 17
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso alphaSMA

<400> 17
ggacaatctc acgctcagca 20

<210> 18
<211> 69

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 18

57



10

15

20

Ala Gln

Trp Gln

Gln Cys

Ile Cys
50

Leu Lys
€5

<210> 19
<211>70

vVal Gly Thr

Ile Pro Gln
20

Pro Lys Pro
35

Ala Asp Pro

Leu Asn Ala

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 19
Ala Ser
1

Pro Lys

Asp Ile

Ala Asn
50

Lys Lys Val Lys Asn

65

<210> 20
<211> 68

Asn Phe Asp
5

Phe Ile Val
20

Asn Ala Ile
35

Pro Lys Gln

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 20
Met Arg
1

Glu Met

Asp His

Cys Pro
50

Lys Cys
65

Thr Ser Tyr
5

Ala Ser Gly
20

Tyr Asn Cys
35

Ile Phe Thr

Cys Lys

Asn

Lys

Gly

Asn

Cys

Gly

Ile

Thr

Met
70

Leu

Gly

val

Lys

Lys

Phe

Val

Lys
55

Cys

Phe

Phe

Trp
85

Leu

Asn

Ser

Ile
55

Glu

Ile

Ile

40

Lys

Leu

Thr

His

40

val

Leu

Phe

Ser

40

Gln
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Leu

Val

25

Leu

Trp

Gly

Arg

25

Thr

Lys

Phe

Leu

25

Gly

Gly

Cys

10

Asp

Leu

Val

Tyr

10

Gln

Lys

Tyr

Thr

10

Thr

Gly

Thr

Cys

Tyr

Thr

Gln

Thr

Leu

Lys

Ile

Leu

Gly

Gln

Cys

Leu

Ser

Lys

Lys
&0

Asp

Ala

Lys

val
&0

Cys

Leu

Cys

Tyr
&0

58

Val

Glu

45

Tyr

Arg

Asn

Leu
45

Leu

Gly

Leu

45

Arg

Tyr

Thr

30

Gly

Ile

Ile

Glu

30

Ser

Leu

Leu

His

Tyr

Gly

Thr

15

Ser

Arg

Ser

Leu

15

Gly

vVal

Leu

Leu

15

Arg

Ser

Lys

Ser

Pro

Gln

Asp

His

Cys

Cys

Ser

Ser

Ser

Ala

Ala
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<210> 21

<211>64

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 21
Met Arg Val Leu Tyr Leu Leu Phe Ser Phe Leu Phe Ile Phe Leu Met
1 5 10 15

Pro Leu Pro Gly Val Phe Gly Gly Ile Gly Asp Pro Val Thr Cys Leu
20 25 30

Lys Ser Gly Ala Ile Cys His Pro Val Phe Cys Pro Arg Arg Tyr Lys
35 40 45

Gln Ile Gly Thr Cys Gly Leu Pro Gly Thr Lys Cys Cys Lys Lys Pro
50 85 60

<210> 22
<211> 29
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido inhibidor de CCR6

<400> 22
Glu Leu Cys Cys Leu Val Tyr Thr Ser Trp Gln Ile Pro Gln Lys Phe
1 5 10 15

Ile Val Asp Tyr Ser Glu Thr Ser Pro Gln Cys Pro lys
20 25

<210> 23
<211> 31
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido inhibidor de CCR6

<400> 23
Phe Asp Cys Cys Leu Gly Tyr Thr Asp Arg Ile Leu His Pro Lys Phe
1 5 10 15

Ile Val Gly Phe Thr Arg Gln Leu Ala Asn Glu Gly Cys Asp Ile
20 25 30

<210> 24

<211> 87

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> secuencia de polinucledtidos que codifica el péptido segun la SEQ ID NO.: 9

<400> 24
gaggactgct gcctcecgteta tacctectgg cagattcacc caaagttcat agttgactat

tctgaaacca gcecccagtg ccocaag

59

60

87
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<210> 25
<211> 87
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> secuencia de polinucledétidos que codifica el polipéptido segun la SEQ ID NO.:22

<400> 25
gagctctget geccteocgteta tacctcectgg cagattccac aaaagttcat agttgactat &0

tctgaaacca gcecccagtg ccocaag 87

<210> 26
<211> 93
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> secuencia de polinucledétidos que codifica el polipéptido segun la SEQ ID NO.:23

<400> 26
tttgactgct gtcttggata cacagaccgt attcttcatc ctaaatttat tgtgggettce 60

acacggcagce tggccaatga aggctgtgac atc 93
<210> 27

<211> 374

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 27

60



Met

Asp

Met

Val

Ile

65

Thr

Leu

Phe

Phe

Ile

145

Leu

Ile

Gly

Ser

Tyr

Leu

Pro

Leu

Asp

Thr

Ser

Asn

130

Ala

Pro

Ile

Ser

Gly

Phe

Leu

35

Ile

Val

val

Leu

Asn

115

Cys

Ile

Arg

Ser

Asp
185

Glu

val

20

Cys

Ala

val

Tyr

Pro

100

Ala

Gly

Val

Ser

Ser

180

val

Ser

Ser

Ser

Tyr

Ile

Leu

Phe

Thr

Met

Gln

Lys

165

Ser

Cys

Met

val

Leu

Ser

Thr

70

Leu

Trp

Cys

Leu

Ala

150

Ile

Thr

Glu

Asn

Asn

Gln

Leu

Phe

Asn

Ala

Lys

Leu

135

Thr

Ile

Phe

Pro

Phe

Thr

Glu

40

Ile

Ala

Met

Val

Leu

120

Leu

Lys

Cys

Val

Lys
200
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Ser

Ser

25

Val

Cys

Phe

Ala

Ser

105

Leu

Thr

Ser

Leu

Phe

185

Tyr

Asp

10

Tyr

Arg

Val

Tyr

Ile

20

His

Lys

Cys

Phe

vVal

170

Asn

Gln

val

Tyr

Gln

Phe

Lys

75

Ala

Ala

Gly

Ile

Arg

155

val

Gln

Thr

Phe

Ser

Phe

Gly

Lys

Asp

Thr

Ile

Ser

140

Leu

Trp

Lys

Val

61

Asp

val

Ser

45

Leu

Ala

Ile

Gly

Tyr

125

Met

Arg

Gly

Tyr

Ser
205

Ser

Asp

Arg

Leu

Arg

Leu

Ala

110

Ala

Asp

Ser

Leu

Asn

190

Glu

Ser

15

Ser

Leu

Gly

Ser

Phe

95

Trp

Ile

Arg

Arg

Ser

175

Thr

Pro

Glu

Glu

Phe

Asn

Met

80

val

val

Asn

Tyr

Thr

160

val

Gln

Ile



Arg

Ile

225

Leu

Ile

vVal

Gln

Ala

305

Gln

Val

Ser

Ala

Trp

210

Pro

val

Ala

Leu

Ser

290

Phe

Lys

Arg

Glu

Ser
370

Lys

Leu

Gln

Val

Leu

275

Glu

Leu

Phe

Arg

Asn

355

Ser

Leu

Met

Ala

val

260

val

Lys

His

Arg

Lys

340

Ile

Phe

Leu

Phe

Gln

245

Leu

Thr

Leu

Cys

Asn

325

Tyr

Ser

Thr

Met

Met

230

Asn

Val

Ala

Ile

Cys

310

Tyr

Lys

Arg

Met

Leu

215

Ile

Ser

Phe

Ala

Gly

295

Leun

Phe

Ser

Gln

Gly

Phe

Lys

Leu

Asn

280

Tyr

Asn

Leu

Ser

Thr
360
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Leu

Cys

Arg

Ala

265

Leu

Thr

Pro

Lys

Gly

345

Ser

Glu

Tyr

His

250

Cys

Gly

Lys

Val

Ile

330

Phe

Glu

Leu

Thr

235

Lys

Gln

Lys

Thr

Leu

315

Leu

Ser

Thr

Leu

220

Phe

Ala

Ile

Met

val

300

Tyr

ys

Cys

Ala

62

Phe

Tle

Ile

Pro

Asn

285

Thr

Ala

Asp

Ala

Asp
365

Gly

val

Arg

His

270

Arg

Glu

Phe

Leu

Gly

350

Asn

Phe

Lys

Val

253

Asn

Ser

val

Ile

Trp

335

Arg

Asp

Phe

Thr

240

Ile

Met

Cys

Leu

Gly

320

Cys

Tyr

Asn
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto capaz de inhibir la actividad y/o la expresion de la
CCL18 o la CCL20 para uso en tratamiento, en la que el compuesto capaz de inhibir la actividad y/o la expresion de
la CCL18 o la CCL20 se selecciona del grupo que consiste en

(1) un polipéptido receptor CCR6 soluble aislado que comprende o consiste en una secuencia de
aminoacidos que se selecciona del grupo que consiste en:

(a) una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de al menos el 80 % con la secuencia segun
laSEQIDNO.: 1;y

(b) un fragmento de la secuencia de aminoacidos segun (a);

en el que dicho polipéptido receptor CCR6 soluble aislado es capaz de unirse a la CCL18 y/o la CCL20 y en el que
dicho polipéptido receptor CCR6 soluble aislado no comprende un dominio transmembrana;

(2) el polipéptido receptor CCR6 soluble aislado segun (1), en el que la secuencia de aminoacidos segun (a)
comprende al menos 8 aminoacidos consecutivos de la secuencia segun la SEQ ID NO.: 1.

2. La composiciéon farmacéutica para usar segun la reivindicacion 1, en la que la composicion comprende otro
compuesto activo adecuado para tratar o prevenir una enfermedad pulmonar intersticial y/o un cancer, en la que
dicho compuesto activo adicional adecuado para el tratamiento de una enfermedad pulmonar intersticial se
selecciona del grupo que consiste en un farmaco antiinflamatorio, un antioxidante, un agente antifibrético,
minociclina, sildenafilo, talidomida, un anticuerpo anti-TNF, etanercept, interferon gamma, un anticuerpo anti-IL-13,
un inhibidor de la endotelina, Zileuton, un anticoagulante, un macrélido, un inhibidor de la fosfodiesterasa 4, Aviptadil,
una hormona estimulante de melanocitos alfa y un inhibidor de la tirosina cinasa asociada a hormonas y en la que
dicho compuesto activo adicional adecuado para el tratamiento de cancer es un agente quimioterapéutico.

3. La composicion farmacéutica para usar segun la reivindicacion 1 o 2, en la que dicha composicion es para uso en
el tratamiento o la prevencion de una enfermedad pulmonar intersticial y/o un cancer.

4. La composicion farmacéutica para usar segun la reivindicacién 3, en la que la enfermedad pulmonar intersticial se
selecciona del grupo que consiste en fibrosis pulmonar idiopatica, neumonia intersticial no especifica, neumonia
organizada criptogénica, bronquiolitis respiratoria asociada a enfermedad pulmonar intersticial, neumonia intersticial
descamativa, neumonia intersticial aguda y neumonia intersticial linfocitica.

5. La composicion farmacéutica para usar segun la reivindicacion 3, en la que el cancer se selecciona del grupo que
consiste en adenocarcinoma, preferiblemente adenocarcinoma de pulmén, mesotelioma pleural, carcinoma
colorrectal, carcinoma de prostata, carcinoma de mama, carcinoma de células renales, carcinoma hepatocelular,
linfoma no Hodgkin y linfoma de Hodgkin.
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Figura 2
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Figura 3
Figura 4
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Figura 5
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Figura 7
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Figura 9

Figura 10
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Figura 11
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Figura 13

Figura 14
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Figura 15
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Figura 16
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Figura 17
Gen . N.de Cebador directo Cebador inverso
acceso
1
GAPDH | NM_002046.3 | CACCAGGGCTGCTTTTAA | GATCTCGCTCCTGGAA
CT (SEQ ID NO.: 10) GATG (SEQ ID NO.: 11)
CCRO6 NM 004367.5 | GCACAAAATGATGGCAG | CCOAAGCACTTCCAGG
NM 031409.3 | TGG (SEQ ID NO.: 12) TTGT (SEQ ID NO.: 13)
colageno| NM_000088.3 | CCCTGTCTGCTTCCTGTA | CATGTTCGGTTGGTCA
tipo | AACT (SEQ ID NO.: 14) AAGATA (SEQ ID NO.:
15)
aSMA | NM_ 00114194 | CATCATGCGTCTGGATCT | GGACAATCTCACGCTC
5.1 GG (SEQ ID NO.: 16) AGCA (SEQ ID NO.: 17)
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Figura 18
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Figura 19
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Figura 20
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Figura 21

p<0,05

[] sCCR negativo |
B sCCR positivo

457

o W O = = s
=T 3 ) i) g = -—

(9%) Jej0BA|EODOUOIQ OPEAB| |8 UD SO}J04UI| 8P %,

fibrosis

Control

Figura 22

Células lav. bronc.

Células NK

Linf. T HLA DR+

Linf. T CD3+

)
0’
o
\
a8
R T
(9,) Jej0BABOOUOIQ OPEAB| [8 US SEIN[9D ap 9%,
)
0’
o
\
a8
[ v T v T i T T T T T
2 - @ b & = o ] =
%) JEJOSA|EOOUOI] OPEAE| |8 US SO}O0jUl| 3p %,
)
0., '
o
\
a8
§ 8 8 & 8 ©° 2 w =
(9) Jej08aA[BOOUOIQ OPBAEB| [8 US SOJ004UI| 8P %
- |
0’
O I
v 1
-9 i
i
. i
[ & .MD ....._.u e (41 - U'y)
(i3] o7 o o 4] i) i)

(9) Jej08aA[BOOUOIg OPBAEB| [8 US SOJ004UI| 8P %

sCCR6 - sCCR6 +

sCCR6 - sCCR6 +

sCCR6 - sCCR6 +

sCCR6 - sCCR6 +

78



ES 2604 108 T3

Figura 23
Liberacion de CCL18 en distintas células
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Figura 25
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Figura 29
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Figura 31
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Figura 33

SEQ 1D MSGESMNFSDVFDSSEDYFVSVNTSYY SVDSEMLLCSLOQEVRQFSRELF

NO: 1

SEQ ID | SHATGAWVFSNATCKLLKG

NO.: 2

E:EP ;D 'I Secuencia de CCRG6 segun el n.° de acceso del NCBI NM_004367.5

EE}Q LD 'l Secuencia de CCRG6 segun el n.° de acceso del NCBI NM_031409.3

. reE = — - =

ng I,.D Secuencia de CCL18 segun el n.° de acceso del NCBI NM_002988.2

2';}0 :i“ ' Secuencia de CCL20 segun el n.° de acceso del NCBI NM_004591.2

EEQ IT“ ! Secuencia de CCL20 segun el n.° de acceso del NCBI NM_001130046.1

SEQ ID ATGAGCGOGOAATCAATGAATTTCAGCGATGTTTTCGACTCCAGTGA

NO.: 8 AGATTATTTTGTGTCAGTCAATACTTCATATTACTCAGTTGATTCTGA
GATGTTACTGTGCTCCTTGCAGGAGGTCAGGCAGTTCTCCAGGCTATT
T

SEQ ID EDCCLVYTSWOQIHPKFIVDYSETSPOCPK (PS-AL-10135)

NO.: 9

S_EQ 1D AQVOGTNEKELCCLVY TSWOQIPQEFIVDY SETSPQUPKPGVILLTKRGROQIC

NO.: 18 ADPNKKWVQKYISDLKLNA

SEQ ID | ASNFDCCLGYTDRILHPKFIVGFTRQLANEGCDINAIFHTKKKLSVCANP

NO.: 19 KQTWVKYIVRLLSKKVENM

SEQ 1D MRTSY LLLFTLCLLLSEMASGGNFLTGLGHRSDHYNCVSSGGQULY SAC

NO.: 20 PIFTKIQGTCYRGKAKCCK

SEQ 1D MRVLYLLFSFLFIFLMPLPGVFGGIGDPYVTCLESGAICHPYFCPRRYKQIG

NO.: 21 TCGLPGTKCCKKP

SEQ ID ELCCLVYTSWOQIPQKFIVDYSETSPQCPK

NO.:22

SEQ ID FDCCLGYTDRILHPEFIN GFTRQLANEGCDI

NO.:23

SEQ 1Dy GAGGACTGCTGCCTCAGTCTATACCTCCTGGCAGATTCACCCAAAGTTC

NO.:24 ATAGTTGACTATTCTGAAACCAGCCCCCAGTGCCCCAAG
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SEQ D
NO.;15

GAGCTCTOGOTOGCCTCOTCTATACC TCCTGOCAGATTOCAC A

AAAGTTCATAGTTGACTATTCTGAAACCAGCCCCCAGTGUCCCAAG

SEQ 1D
NO.:26

TTTGACTGUTGTCTTGOGATACACAGACCGTATTCTTCATCCTAAATTT
ATTGTUGUCTTCACACGUCAGCTGOC CAATGAAGGCTUTGACATC

SEQ ID
MNO2T

MSGESMMESDVEDESEDY FVEVNTEY Y SVDEEMLLCSLOEVRQFSRLEY
PLAY SLICVFGLLGNILVVITFAFY KK ARSMTDVY LLNMAIADILFVLTLP
FWAVEHATGAWVFSNATCKLLEGIYANFNCOMLLLTCISMDREYTATVO
ATKSFRLESRTLPRSKIICLYY WOLSVIISSSTFVINQEYNTOQGSDVCEPK
YOIVSEPIEWEKLLMLGLELLFGFFIPLMEMIFCY TFIVETLVQAQNSKEH
KAIRVITAVVIVFLACOIPHNMYLLVTAANLGKMNRSCOSEELIGYTET

VTEVLAFLHCCLNPVLY AFIGORKFRNYFLRILKDLWCVRREYKSSGFSC

AGEYSENIEROTSETADNDNARSEFTM
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