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DESCRIPCION
Marcador de cancer y diana terapéutica
Campo de la invencion

La invencion se refiere a la oncologia y los métodos de diagndstico del cancer in vitro, estratificacion, estadificacion
de enfermedad y determinacion de respuesta al tratamiento. EI campo de la invencién por lo tanto se refiere a
marcadores de valor predictivo o clinico en el diagndstico del cancer.

Antecedentes de la invencion

Los receptores de quimiocinas y sus ligandos dirigen el trafico de células en la homeostasis del tejido normal y en la
enfermedad, influyendo en la motilidad, la invasividad y la supervivencia celular [1]. En la inflamacién y en el cancer,
las quimiocinas en los tejidos enfermos contribuyen a la rodadura, la inmovilizacion y la invasion de leucocitos desde
los vasos sanguineos a través de la membrana basal de las células endoteliales y al parénquima [2].

CCR4 es uno de los 18 receptores de quimiocinas conocidos. Los receptores de quimiocinas se expresan
generalmente en las células inmunes y en el microentorno del tumor estan presentes varios receptores y sus
ligandos en el producto infiltrado de células inmunes.

En muchos tipos de cancer, las células malignas también expresan ciertos receptores de quimiocina, receptores que
no se encuentran usualmente en sus homoélogos normales. Se cree que las células cancerosas metastasicas
obtienen caracteristicas de los leucocitos que expresan el receptor de quimiocinas, utilizando las quimiocinas para
ayudar a su migracion hacia, y a su supervivencia en, sitios distantes del tumor original [3, 4, 5]. La presencia
inapropiada en las células cancerosas de receptores de quimiocina que normalmente tienen un patron muy
restringido de expresion también apoya la hipdtesis de que los receptores de quimiocina especificos pueden ayudar
a las células a propagarse hacia, y/o sobrevivir en, diferentes sitios de metastasis [8]. En los carcinomas, melanomas
y tumores malignos hematolégicos, la expresion de los receptores de quimiocina, especialmente CXCR4 y CCRY7, en
las células malignas en una enfermedad avanzada, se correlaciona con el aumento de metastasis en los ganglios
linfaticos, una mayor diseminacion de la enfermedad, una supervivencia sin enfermedad y/o supervivencia general
mas bajas [6, 7, 8]. CXCR5 normalmente se restringe a las células B y algunos subtipos de células T, pero también
es expresado por las células de cancer de pancreas en las que esta implicado en el establecimiento de las
metastasis hepaticas; siendo el higado el un sitio de produccion del ligando de CXCR45, CXCL13 [9]. Las células de
melanoma que se han metastatizado en el intestino expresan CCR9 [10]. En la homeostasis, el ligando de CCR9
CCL25 recluta subconjuntos de células T raras al intestino. En el cancer de pancreas, se ha observado la expresion
de CCR6 [38] [39]. También se ha informado sobre la expresion de CCR6 en el carcinoma renal humano, junto con
CCR3 y CXCR2 [40].

Esto demuestra que unos pocos receptores de quimiocina son conocidos por estar regulados al alza en células
epiteliales tumorales en la carcinogénesis de fase avanzada, incluyendo el CXCR4, y se piensa que desempefian un
papel en la invasion y la metastasis. En contraste, solamente se ha informado previamente de que CCR4 esta
regulado al alza en algunos canceres de la sangre, concretamente en linfomas de células T.

Como se describié anteriormente, CXCR4 se encuentra comunmente en células malignas en muchos canceres
humanos avanzados. Ademas, Woerner et al. encontraron que CXCR4 también estaba presente en las fases
tempranas de la enfermedad en el glioblastoma [20]. Sin embargo, utilizando un anticuerpo anti-CXCR4 especifico
del grupo fosfo, encontraron que en las lesiones de Grado 1 menos malignas, el nivel de activacion del receptor era
mucho menor.

Aunque en general se ha informado de que la expresion del receptor de quimiocinas en células malignas se asocia
con la enfermedad avanzada, también existen algunos otros informes en la técnica sobre la expresion de un receptor
de quimiocinas en las células malignas en las fases tempranas y preinvasivas de cancer, pero todos estos estan
relacionados con CXCR4. En un gran estudio de matrices de tejidos (mas de 2000 muestras) de cancer de mama,
se informo de la expresion en citoplasma/membrana de CXCR4 en 67 % de carcinomas ductales in situ, DCIS [21].
Esto fue confirmado en un estudio de Schmid et al. que demostré que tanto CXCR4 como su ligando CXCL12 se
expresaban en DCIS [22]. Los autores de la presente invencién también han encontrado CXCR4 en las células
epiteliales de los tumores de cancer de ovario no invasivos de bajo potencial (Kulbe et al., Manuscrito en
preparacion) y esto también ha sido referido por Pils et al. [23].

No se encuentran disponibles datos sobre la expresion de otros receptores de quimiocinas en células epiteliales en
canceres tempranos, pero existe evidencia de que las rutas oncogénicas pueden inducir la expresion de receptores
de quimiocinas en células epiteliales. EI oncogén RET/PTC1 es necesario y suficiente para la transformacion
maligna de tirocitos primarios [24]. Este oncogén induce un programa pro-inflamatorio en los tirocitos que incluye la
induccion de CXCR4 funcional. El rabdomiosarcoma alveolar es un tumor muy agresivo que se caracteriza por
fusiones de genes PAX3 y PAX7-FKHR recurrentes. La transferencia de PAX3-FKHR a células de rabdomiosarcoma
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embrionario también activa la expresion de CXCR4 [Libura, 2002 N.° 9346].

En todos estos estudios la conclusién es que la adquisicion de ciertos receptores de quimiocinas por las células
malignas parece ser un evento relativamente tardio en la progresion del tumor maligno, y en el caso de CCR4, no se
ha informado sobre la expresion en ninguna fase de desarrollo del tumor sélido

La expresion de CCR4 se restringe generalmente al sistema inmune, y es conocido como un marcador de células
Th2 y T reguladoras. En el entorno del tumor, estas células actian suprimiendo las células T citotoxicas y la
maduracién de células dendriticas, suprimiendo por lo tanto las respuestas inmunitarias antitumorales. Ademas, se
ha demostrado que CCR4 se expresa en tumores malignos hematolodgicos, incluyendo una alta proporcion de
linfomas de células T adultas (ATL), y fue un factor prondstico significativo asociado con la metastasis en la piel [35],
[41]. Como tal, CCR4 tiene interés como diana terapéutica en ATL [37], [42]. La expresion de CCR4 por la leucemia
de células T del adulto esta asociada con metastasis en la piel; sus ligandos CCL17 y CCL22 son producidos tanto
por las células malignas como por el microentorno de tumor de piel [36]. Ishida et al. han desarrollado un anticuerpo
monoclonal terapéutico anti-CCR4 para el tratamiento de linfoma de células T del adulto que induce la actividad
ADCC contra las células tumorales y también puede actuar sobre las células Treg malignas inmunosupresoras
encontradas en esta enfermedad [37].

El unico informe en la bibliografia académica sobre una linea celular de tumor sélido positiva para CCR4 es la linea
celular de cancer de pulmén humano SBC-5 [34]. Estas células migraban hacia gradientes de CCL22 y en
xenoinjertos SBC-5 metastasicos en hueso hubo una estrecha localizacion simultanea de osteoclastos que
expresaban CCL22 y células SBC-5 que expresaban CCR4. No hay informes sobre la expresion de CCR4 en células
de tumores humanos primarios.

El documento WO05106471 (BAYER HEALTH CARE AG) describe métodos de escrutinio para agentes de uso
potencial en el tratamiento de una amplia gama de enfermedades; que consisten especificamente en trastornos
cardiovasculares, enfermedades gastrointestinales y del higado, enfermedades inflamatorias, enfermedades
metabdlicas, trastornos hematoldgicos, trastornos por cancer, trastornos neurolégicos, enfermedades respiratorias y
trastornos de la reproducciéon en un mamifero. El método de escrutinio determina el grado de unién, o por lo demas
de agentes candidatos, a CCR4. También existe una descripcion del escrutinio de una amplia gama de células y
tejidos humanos para determinar su nivel de expresion de CCR4 con respecto a la expresion de un gen constitutivo.
Las células y los tejidos se obtuvieron de fuentes dispares y solo unos pocos aislados fueron células/tejidos
cancerosos; p. €j., células de cancer de tiroides, ileon, HelLa, Jurkat, pulmén y mama. Los resultados de la expresion
relativa de CCR4 no muestran ningun patrén distinguible asociado con ninguna enfermedad en particular. De hecho,
entre las células tumorales sometidas a ensayo, p. €j., tiroides e ileon, hubo bajos niveles de expresion relativa de
CCR4 y otras células no tumorales mostraron mayores niveles de expresion relativa de CCR4.

El documento W0962306 (GLAXO GROUP LIMITED) describe un receptor de quimiocina capaz de unirse a la
Proteina Quimiotactica de Monocitos 1 (MCP-1/CCL2), proteina inflamatoria de macréfagos 1a (MIP1a/CCL3) y/o
'RANTES' (Regulado tras la Activacion, Expresado en células T Normales y Secretado/CCL5). Se describe una
secuencia de nucleétidos y una de aminoacidos para CCR4 (CC-CKR-4/K5.5. K5.5 y CC-CKR-4 son nombres
alternativos para CCR4). La expresion de CCR4 se descubrid en un intervalo relativamente limitado de tejidos
humanos normales y en una gama de muestras de células T. También existe una descripcion general de analisis de
escrutinio para agentes capaces de activar los linfocitos T o bloquear la unién de ligandos MCP-1, MIP-1a y/o
RANTES al receptor de quimiocinas. Hay alguna sugerencia de que los agentes activos obtenidos a través de
escrutinio pueden ser Uutiles en el tratamiento de alergias, por ejemplo.

El documento WO0041724A1 (LELAN STANFORD/LEUKOSITE) propone la modulacién del trafico de células T de
memoria sistémico por medio de la administracién de agentes moduladores de CCR4. Esto esta pensado como un
tratamiento para enfermedades inflamatorias de la piel. Se utilizan sustancias capaces de modular la unién de CCR4
a sus ligandos en ensayos in vitro para demostrar como se ve afectada la migracion de las células T.

Se conocen anticuerpos reactivos contra CCR4. El documento WO0164754 (Kyowa Hakko Kogyo) describe un
anticuerpo recombinante o un fragmento del mismo supuestamente reactivos especificamente con el dominio
extracelular de CCR4. También se describe una secuencia de polipéptido de tal anticuerpo. También se describe un
anticuerpo que reacciona con una célula positiva para CCR4 y que es citotdxico o provoca la citotoxicidad mediada
por células dependiente de anticuerpos (ADCC). Estos anticuerpos se proponen para su uso en el tratamiento de
enfermedades inmunitarias mediadas por Th2 o cancer de la sangre, especificamente leucemia.

El documento WO05035582 (Kyowa Hakko Kogyo) describe un anticuerpo capaz de unirse especificamente a CCR4
y también describe un anticuerpo para CCR4 que tiene una glucosilacién unida a N compleja en la region Fc.
También se describen anticuerpos para los dominios extracelulares de CCRA4.

El documento WO03018635 (Kyowa Hakko Kogyo) Describe 'anticuerpos y fragmentos injertados con CDR

humanas'. Se describe una CDR (region determinante de complementariedad) especifica que se une
especificamente a CCR4. Se proponen los anticuerpos para su uso en el diagndstico o el tratamiento de
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enfermedades inmunitarias mediadas por Th2 o canceres, tales como canceres de la sangre.

El documento WO05053741 (Kyowa Hakko Kogyo) describe un medicamento que comprende un anticuerpo
recombinante, que se une especificamente a CCR4, combinado con al menos otro agente. Se propone el anticuerpo
para el tratamiento de tumores, especificamente tumores de érganos hematopoyéticos.

El documento WO0042074 (MILLENIUM PHARMACEUTICALS) describe anticuerpos para CCR4 y anticuerpos que
pueden competir con su union. No se describen aplicaciones de diagndstico especificas. Se propone la terapia de
trastornos inflamatorios.

También se conoce en la técnica una diversidad de moléculas pequefias que se unen al receptor CCR4.

El documento WO04007472 (ONO PHARMACEUTICAL CO.) describe un compuesto triciclico de molécula pequeia
con actividad anti-CCR4.

El documento W005023771 (ONO PHARMACEUTICAL CO.) describe compuestos heterociclicos que contienen
nitrégeno de molécula pequefia con actividad anti-CCR4.

El documento W002094264 (TULARIK INC.) describe compuestos especificos con actividades inhibidoras de CCR4.

El documento W0023035 (TULARIK/CHEMOCENTRYX) describe diversos compuestos que se unen a CCR4 y sus
usos para el tratamiento de diversas enfermedades, pero que no incluyen el cancer.

El documento W0O0230357 (CHEMOCENTRYX) describe compuestos que son antagonistas de CCR4. Esta solicitud
describe usos para el tratamiento de enfermedades y afecciones inflamatorias.

El documento WO051236976 (ASTELLAS PHARMA INC.) describe derivados de quinazolina como reguladores de
CCRA4.

El documento W0O05085212 (YAMANOUCHI PHARMACEUTICAL CO., LTD.) describe derivados de pirimidina como
moduladores de CCR4.

El documento W0O05082865 (YAMANOUCHI PHARMACEUTICAL CO., LTD.) describe derivados de pirimidina
biciclicos fusionados como agentes controladores de la funcién de CCR4.

El documento WO04108717 (ASTRAZENECA AB) describe compuestos de sulfonamida que modulan la actividad
de los receptores de quimiocinas (especialmente CCR4).

El documento EP1633729 (ASTRAZENECA AB) describe compuestos de sulfonamida que modulan la actividad de
los receptores de quimiocinas (especialmente CCR4).

El documento WO03014153 (TOPIGEN PHARMACEUTIQUE INC) describe otra tecnologia en la técnica, un método
de modulacion de la infeccién viral de una célula mediante la modulacién de la interaccién entre los receptores de
quimiocinas (incluidos CCR4) y un virus.

El documento W02004/045526 (Morehouse School of Medicine) describe anticuerpos para quimiocinas y receptores
de quimiocinas concretos y su uso en la inhibiciéon del crecimiento y la metastasis de las células cancerosas. Se
originaron anticuerpos contra receptores de quimiocinas concretos y sus ligandos, que no incluyen CCR4. También
se describen los métodos para someter a ensayo la expresion en exceso de quimiocinas concretas en un tumor y la
sugerencia de que tales tumores pueden ser tratados por medio de la administracion de anticuerpos contra la
quimiocina o receptor de quimiocinas expresados en exceso concretos.

El documento W099/15666 (Icos Corporation) describe secuencias de nucleétidos y secuencias de polipéptidos de
una quimiocina CC derivada de macréfagos denominada 'Quimiocina Derivada de Macrofagos' (MDC). MDC
aparece como sinénimo de CCL22. TARC aparece como sinénimo de CCL17. Se describen métodos para la
produccion recombinante o sintética de la proteina MDC o fragmentos de polipéptidos. También se describen
anticuerpos reactivos con MDC, asi como andlisis para la identificacion de moduladores de la actividad de las
quimiocinas MDC y TARC.

Nakanishi et al. (Expression of macrophage-derived chemokine (MDC)/CCL22 in human lung cancer), CANCER
IMMUNOLOGY IMMUNOTHERAPY, vol. 55, n.° 11, paginas 1320-1329 examinaron el papel de varias quimiocinas
incluyendo CCL22 en la progresién tumoral de cancer de pulmon.

Weihrauch et al. (Elevated Serum Levels of CC Thymus and Activation-Related Chemokine (TARC) in Primary

Hodgkin’s Disease: Potential for a Prognostic Factor), CANCER RESEARCH, vol. 65, n.° 13, paginas 5516-5519
investigaron la significacion de prondstico de CCL17 en suero de pacientes de enfermedad de Hodgkin primaria
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antes y después del tratamiento.

Wagsater et al. (Quantification of the chemokines CCL17 and CCL22 in human colorectal adenocarcinoma),
MOLECULAR MEDICINE REPORTS, SPANDIDOS PUBLICATIONS, vol. 1, n.° 2, paginas 211-217, evaluaron el
papel de expresion de proteinas CCL17 y CCL22 en cancer colorrectal (CRC) e intentaron determinar si existe una
asociacion entre ciertos polimorfismos génicos y sujetos con CRC frente a sujetos sin CRC.

El cancer del cuello uterino es el segundo tipo mas comun de cancer en mujeres en todo el mundo. Los sintomas a
menudo estan ausentes hasta que el cancer esta en una fase avanzada y por lo tanto el cancer del cuello uterino ha
sido objeto de un intenso programa de escrutinio poblacional utilizando el frotis de Pap, que puede detectar cambios
pre-malignos mediante histopatologia. Aunque un frotis de Pap anémalo indica una posible neoplasia del cuello
uterino, este no es suficiente para el diagndstico, que se lleva a cabo con posterioridad por medio de biopsia y
procedimientos invasivos adicionales (‘colposcopia'). En total, se ha informado de 24.000 mujeres en el Reino Unido
cada afio con frotis de Pap anémalos. El frotis de Pap tiene solo 70 % de sensibilidad, por lo tanto, una proporciéon
significativa de las mujeres con cancer del cuello uterino o lesiones pre-invasivas permanece sin diagnosticar. Por lo
tanto, se requieren métodos de escrutinio mas precisos para i) permitir que el escrutinio sea mas automatizado y
menos subjetivo, ii) para mejorar la sensibilidad del escrutinio.

La Infeccion por el VPH (Virus del Papiloma Humano) se encuentra en la mayor parte de los carcinomas del cuello
uterino invasivos, una estrategia consiste en el escrutinio para determinar la presencia de marcadores de VPH, tales
como E6 y E7 en concierto con el frotis de Pap. Sin embargo, debido al alto nivel de infeccion por VPH en la
poblacion sexualmente activa (hasta 80 % de historiales de infeccion), esto también da como resultado la
identificacion de un gran nimero de falsos positivos y hace que la exactitud de la prueba dependa de la prevalencia
del VPH. Como tal, la identificacién de nuevos biomarcadores para el cancer del cuello uterino sigue siendo un area
de interés activo. Ademas se requieren biomarcadores nuevos o alternativos para otras formas de cancer,
incluyendo, pero sin limitacién, los siguientes tipos de cancer: bronquial, nasofaringeo, de laringe, de pulmon
microcitico y no microcitico, de piel (p. ej., melanoma o carcinoma de células basales), de cerebro, pancreatico, de
cuello, de pulmén, de rifién, de higado, de mama, de colon, de vejiga, de esofago, de estdbmago, del cuello uterino,
de ovario, de células germinales y de prostata. Un biomarcador caracteristico de un tipo de cancer puede ser
compartido con otros tipos de cancer, por lo tanto el uso de un biomarcador puede extenderse mas alla del tipo de
cancer original al que se encontré que estaba asociado.

Existe una necesidad de biomarcadores mejorados para una variedad de canceres que permiten la estratificacion de
pacientes que necesitan tratamiento anti-canceroso.

La fase de un cancer es un descriptor (por lo general los numeros | a IV), de cuanto se ha diseminado el cancer. La
fase a menudo tiene en cuenta el tamafio de un tumor, cuan profundamente ha penetrado, si ha invadido érganos
adyacentes, si ha habido metastasis en los ganglios linfaticos y en cuantos, y si se ha propagado a drganos
distantes. La estadificacion del cancer es importante porque la fase de diagndstico es el predictor de supervivencia
mas potente, y los tratamientos a menudo se cambian basandose en la fase. La estadificacion correcta es critica ya
que el tratamiento esta directamente relacionado con la fase de la enfermedad. De este modo, una estadificacion
incorrecta podria conducir a un tratamiento inadecuado, y a una disminucién material de la supervivencia del
paciente. La estadificacion correcta, sin embargo, puede ser dificil de lograr. La estadificacion patoldgica, en la que
un patoélogo examina secciones de tejido, puede ser particularmente problematica por dos razones especificas: la
discrecion visual y muestreo aleatorio de los tejidos. "Discrecion Visual" significa ser capaz de identificar las células
cancerosas individuales entremezcladas con células sanas en un portaobjetos. La omisién de una célula puede
significar una estadificacion errénea y conducir a una propagacion inesperada, grave del cancer. "Muestreo
aleatorio" se refiere al hecho de que las muestras se eligen al azar entre los ganglios linfaticos de los pacientes y se
examinan. Si sucede que las células cancerosas presentes en el ganglio linfatico no estan presentes en las
secciones de tejido visualizadas, se puede producir una estadificacion incorrecta y un tratamiento inadecuado.

Existe una necesidad continua de nuevos tratamientos contra el cancer, impliquen estos la mejora de las formas de
administracion de los agentes anticancerosos existentes, o impliquen estos la identificacion, el analisis y la
verificacion de nuevos agentes anticancerosos eficaces. También existe una necesidad continua de métodos
mejorados para la vigilancia de la eficacia de los agentes anticancerosos existentes y cualquiera nuevo en el curso
de un régimen de tratamiento dado. Se necesitan métodos mejorados de generacion de datos de valor predictivo. La
dosificacion y frecuencia de tratamientos con agentes anticancerosos es un factor importante. Ademas, el momento
del inicio de un tratamiento anticanceroso con respecto a la fase de progresion de un cancer, o respecto a un grupo
de pacientes, son factores importantes. Se requieren métodos mejorados de control con el fin de buscar tratamientos
optimos para los pacientes, ya sea como individuos o clasificados en grupos, en virtud de las caracteristicas
genéticas, fenotipicas y otras.

También existe la necesidad de métodos mas precisos y fiables de diagnéstico/estadificacion de los canceres.
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Sumario de la invencién

Los autores de la presente invencidon han descubierto sorprendentemente que en ciertos tumores sodlidos, la
expresion del receptor de quimiocina CCR4 es un evento temprano en la carcinogénesis. Ademas los autores de la
presente invencion han descubierto que la expresion de dos ligandos de CCR4, CCL17 y CCL22, aumenta durante
la progresion del tumor.

También se desvela en el presente documento un método de obtencion de informaciéon de caracter predictivo o
diagndstico para un paciente de cancer, que comprende la etapa de medir la cantidad y/o la actividad del receptor de
quimiocina CCR4 expresado por las células tumorales en una muestra de tumor sélido o en una muestra de tumor
celular no hematolégico tomada del paciente, proporcionando la cantidad y/o la actividad de CCR4 la informacion de
caracter predictivo o diagndstico.

Los tumores hematolégicos derivan de células sanguineas, incluyendo las células inmunitarias e incluyen leucemias
y linfomas de diversos tipos. La invencion no esta relacionada por tanto con los tumores hematolégicos. La invencion
se refiere a tumores seleccionados de cancer del cuello uterino, esofagico, bronquial, nasofaringeo, laringeo,
cutaneo, cerebral, pancreatico, del cuello, renal, hepatico, de mama, de vejiga, de estdmago, ovarico, de células
germinales y de préstata. Por lo tanto, deberia entenderse que cualquier referencia en el presente documento a un
“cancer solido o no hematolégico” en relaciéon con cualquier aspecto de la presente invencion se limita a los tipos de
cancer especificos enumerados anteriormente.

En los tumores sdlidos o no hematologicos con los que tiene que ver la invencién, CCR4 es expresado por las
células del tumor. Los métodos de la invencién tienen que ver por tanto con canceres que expresan CCR4 en los
que CCR4 se expresa por muestras de las células tumorales del paciente (o células de referencia) y sustancialmente
no por células del sistema inmunitario. En la medida en la que CCR4 se origina en cualquiera de las muestras
tumorales de pacientes a partir de una fuente no deseada, tal como células inmunitarias infiltrantes, la cantidad y/o
actividad de CCR4 que se esta midiendo es o bien no significativa o bien esta controlada para cualquiera de las
mediciones que se esta realizando.

Una cantidad y/o nivel de actividad de referencia de CCR4 se pueden medir en una o mas muestras no tumorales.
Se puede tomar del paciente la, o al menos una, muestra no tumoral. Cuando se determinan una cantidad y/o nivel
de actividad de referencia de CCR4 a partir de células no tumorales del paciente, se puede tomar del paciente una
sola muestra de tejido no tumoral. Si se desea, se pueden tomar multiples muestras no tumorales de diferentes
localizaciones del mismo paciente. La cantidad de referencia puede ser por lo tanto una cifra media determinada a
partir de varias muestras tomadas del paciente.

En otras realizaciones, las una o mas muestras no tumorales no se toman opcionalmente del paciente. Tales
muestras se pueden tomar de otros pacientes y pueden incluir lineas de células tumorales cultivadas.

La presente invencion proporciona en un aspecto un método para pronosticar si un tumor solido o no hematolégico
que expresa receptor de quimiocinas CCR4 sera susceptible a un tratamiento anticanceroso, que comprende la
etapa de medir la cantidad y/o actividad de ligando de CCR4 CCL17 en una muestra de dicho tumor tomado del
paciente, comparar la cantidad y/o actividad de ligando de CCL17 en dicha muestra tumoral con una cantidad y/o
nivel de actividad de referencia de CCL17 medido en, o predeterminado de, una o mas muestras no tumorales y
predecir si dicho tumor sera susceptible a un tratamiento anticanceroso, en el que una cantidad y/o actividad
aumentada de CCL17 en comparacion con la cantidad y/o actividad de referencia es indicativa de un tumor que sera
susceptible a un tratamiento anticanceroso, y en el que dicho tumor se selecciona del cancer del cuello uterino,
esofagico, bronquial, nasofaringeo, laringeo, cutaneo, cerebral, pancreatico, de cuello, renal, hepatico, de mama, de
vejiga, de estdmago, ovarico, de células germinales y de prostata.

En otro aspecto, proporciona un método para identificar un cancer maligno en un paciente, que comprende la etapa
de medir la cantidad y/o actividad de ligando de CCR4 CCL17 en una muestra de un tumor tomado del paciente,
comparar la cantidad y/o actividad de CCL17 en dicha muestra tumoral con una cantidad y/o nivel de actividad de
referencia de CCL17 medido en, o predeterminado de, una o mas muestras no tumorales y realizar un diagndstico,
en el que una cantidad y/o actividad aumentada de CCL17 en comparacion con la cantidad y/o actividad de
referencia es indicativa de cancer maligno y en el que dicho tumor se selecciona de cancer del cuello uterino,
esofagico, bronquial, nasofaringeo, laringeo, cutaneo, cerebral, pancreatico, de cuello, renal, hepatico, de mama, de
vejiga, de estdbmago, ovarico, de células germinales y de prostata.

En otro aspecto proporciona un método para determinar si un tumor sélido o no hematoldgico que expresa CCR4 ha
respondido a un tratamiento anticanceroso, en el que el paciente ha recibido un tratamiento anticanceroso y se
realizan mediciones de la cantidad y/o actividad de CCL17 antes y después del inicio del tratamiento y la informacion
obtenida se utiliza para determinar si el tumor sélido o el tumor celular no hematoldgico del paciente ha respondido
al tratamiento contra el cancer y en el que dicho tumor se selecciona de cancer del cuello uterino, esofagico,
bronquial, nasofaringeo, laringeo, cutaneo, cerebral, pancreatico, de cuello, renal, hepatico, de mama, de vejiga, de
estdomago, ovarico, de células germinales y de préstata.
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La informacioén de caracter predictivo o diagnostico puede obtenerse comparando la cantidad y/o actividad de CCL17
y opcionalmente CCL22 en la muestra de tumor sélido o en la muestra de tumor de células no hematolégicas con
una cantidad y/o nivel de actividad de referencia de CCL17 y opcionalmente CCL22.

La cantidad y/o nivel de actividad de referencia de CCL17 y opcionalmente CCL22 puede medirse en una o mas
muestras no tumorales. Como se ha mencionado anteriormente, las muestras no tumorales pueden tomarse del
paciente o de un paciente o una fuente diferente, incluyendo lineas celulares cultivadas.

La informacién se puede utilizar para predecir si el tumor sélido o el tumor celular no hematolégico del paciente
seran susceptibles a tratamiento anticanceroso.

En realizaciones opcionales adicionales, el paciente ha recibido un tratamiento anticanceroso y se realizan
mediciones de la cantidad y/o actividad de CCL17 y opcionalmente CCL22 antes y después del inicio del tratamiento
y la informacion obtenida se usa para determinar si el tumor soélido o el tumor celular no hematoldgico del paciente
ha respondido al tratamiento anticanceroso.

En todos los aspectos de la invencion, un tratamiento anticanceroso concreto puede comprender un agente que
modula o inhibe la expresién o actividad de CCR4.

También de describe en la presente memoria un método de tratamiento de un paciente de cancer que tiene un tumor
solido o un tumor no hematoldgico que expresa CCR4, que comprende administrar una cantidad eficaz de un agente
que modula o inhibe la expresién o actividad de CCR4.

El agente se puede administrar en forma de una formulacion farmacéutica. Las formulaciones adecuadas incluyen
soluciones, suspensiones y emulsiones estériles, acuosas o no acuosas. Las composiciones pueden comprender
ademas agentes coadyuvantes o excipientes, como se conoce en la técnica, véanse, p. €j., Berkow et al., The Merck
Manual, 162 edicion Merck & Co., Rahman, NJ (1992), Avery's Drug_Treatment: Principles and Practice of Clinical
Pharmacology and Therapeutics, 32 edicién, ADIS Press, Ltd., Williams y Wilkins, Baltimore, MD (1987) y Osol (ed.),
Remington Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton, PA 1324-1341 (1980). Las composiciones
farmacéuticas administradas de acuerdo con la invencién se presentan preferiblemente en forma de dosis
individuales (dosis unitarias).

Una composicion o medicamento puede comprender adicionalmente sales, tampones u otras sustancias que son
deseables para mejorar la eficacia de la composicion. La administracion de la composicion o el medicamento de
acuerdo con la invencién puede ser local o sistémica.

En todos los métodos anteriormente mencionados, el agente que modula o inhibe la expresion o actividad de CCR4
puede ser:

(i) un anticuerpo que se une a CCR4; opcionalmente un anticuerpo anti-CCR4 como se describe en cualquiera
de los documentos W0O0041724, WO0164754, WO05035582, W0O03018635, WO05053741, WO0042074; o

(i) un anticuerpo que se une a los ligandos de CCR4 CCL17 o CCL22; opcionalmente anticuerpos anti-CCL17 o
anti-CCL22 como se describe en el documento W0O99/15666 o Ishida, T., et al (2004) Clin Cancer Res 10:7529-
7539.

(iii) un antagonista de CCR4; opcionalmente un antagonista de CCR4 como se describe en cualquiera de los
documentos WO04007472, WO05023771, WO002094264, WO00230358, WO00230357, WO051236976,
W005085212, WO05082865, W0O04108717, EP 1633729, WO03014153.

Las composiciones y formulaciones adecuadas de agentes activos incluyen las descritas en las publicaciones
anteriormente mencionadas.

La invencién proporciona adicionalmente un método de acuerdo con la reivindicacion 1 para determinar si un
paciente con cancer es adecuado para el tratamiento con un agente anticanceroso.

La idoneidad de un paciente de cancer para el tratamiento con un agente terapéutico concreto se rige por una
multiplicidad de factores, algunos relacionados entre si. La edad del paciente, el sexo, la fase del cancer, el tipo de
cancer, la constitucion genética del paciente, los factores de estilo de vida, tales como la dieta o el habito de fumar,
pueden afectar todos al resultado potencial de un régimen de tratamiento dado. La estratificacion se realiza por lo
general con el fin de agrupar los pacientes basandose en una multiplicidad de parametros seleccionados que pueda
permitir realizar predicciones en términos de resultado clinico para un grupo de pacientes o un paciente individual
que entre dentro de un grupo.

En general, un aumento del nivel o actividad de CCL17 y opcionalmente CCL22 en una muestra de tumor del
paciente es indicativo de un paciente para el cual resulta beneficioso el tratamiento con los agentes anti-cancerosos
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descritos en la presente memoria.

El método incluye ademas un método para controlar la eficacia de un tratamiento anticanceroso de acuerdo con la
reivindicacion 4.

En los métodos antes mencionados, la toma de muestras de células tumorales puede tener lugar antes, durante y/o
después de que se administre el agente anticanceroso.

También se desvelan métodos para prevencion o tratamiento de ciertos tumores sdélidos como se describe en el
presente documento que comprenden la administraciéon de un agente seleccionado de:

(a) agentes moduladores de CCR4 por ejemplo como se desvela en el documento WO0041724A1 (LELAND
STANFORD / LEUKOSITE);

(b) anticuerpos anti-CCR4, por ejemplo como se desvela en los documentos WO0164754 (Kyowa Hakko Kogyo),
WO05035582 (Kyowa Hakko Kogyo), WO03018635 (Kyowa Hakko Kogyo), WO05053741 (Kyowa Hakko Kogyo)
0 W0O0042074 (MILLENIUM PHARMACEUTICALS); o

(c) antagonistas de CCR4, por ejemplo como se desvela en los documentos WO04007472 (ONO
PHARMACEUTICAL CO.), WO05023771 (ONO PHARMACEUTICAL CO.), W002094264 (TULARIK INC.),
WO00230358 (TULARTK / CHEMOCENTRYX), W00230357 (CHEMOCENTRYX), WO051236976 (ASTELLAS
PHARMA INC.), WO05085212 (YAMANOUCHI PHARMACEUTICAL CO., LTD.), WO05082865 (YAMANOUCHI
PHARMACEUTICAL CO., LTD.), WO04108717 (ASTRAZENECA AB), EP1633729 (ASTRAZENECA AB) o
WO03014153 (TOPIGEN PHARMACEUTIQUE INC.)

La invencién también proporciona por lo tanto un método de acuerdo con la reivindicacion 1. El aumento de los
niveles de actividad y/o expresion de CCL17 y opcionalmente CCL22, ya sea en términos absolutos sobre una base
normalizada con respecto a valores de referencia, ya sea sobre una base relativa (normalizada) como entre (a)
células tumorales/no tumorales o (b) células tumorales a lo largo del tiempo, generalmente es indicativo de un tumor
susceptible de tratamiento con los agentes anti-CCR4 descritos en la presente memoria.

Las muestras obtenidas de pacientes son preferiblemente muestras de biopsia. Una biopsia es una prueba médica
que implica la extraccion de células o tejidos para su examen. El tejido generalmente se examina bajo el microscopio
por un patdlogo y/o puede ser analizado quimicamente usando mecanismos bien conocidos en la técnica para
evaluar los niveles de proteina o ARN. Cuando se extrae una muestra mas pequefia de tejido, el procedimiento se
denomina biopsia por incisién o biopsia con aguja gruesa. Cuando se extrae un bulto completo o una zona
sospechosa, el procedimiento se llama biopsia por escision. Cuando se extrae una muestra de tejido o liquido con
una aguja, el procedimiento se llama biopsia por aspiracion con aguja.

En realizaciones alternativas se pueden obtener muestras tumorales de pacientes mediante otros métodos bien
conocidos en la técnica, incluyendo, pero sin limitacion, muestras de células tomadas por un ensayo de 'frotis'.

Se puede utilizar una prueba de frotis (por ejemplo, una prueba de Papanicolaou, también denominada frotis de Pap
o prueba de frotis del cuello uterino) para extraer muestras de células de un paciente. En el caso de una prueba de
frotis del cuello uterino las células se recogen y se retiran de la superficie del tejido que esta siendo sometido a
ensayo por medio de contacto fisico con una espatula de Aylesbury, una escobilla con ramificaciones de plastico u
otro instrumento.

Las células recogidas en una muestra tomada de un paciente se pueden procesar inmediatamente o conservar en
un medio de almacenamiento adecuado para su posterior procesamiento. Por ejemplo, en el caso de una prueba de
frotis del cuello uterino las células a menudo se conservan en un medio de almacenamiento a base de etanol para su
posterior procesamiento y analisis. La muestra se puede tratar con el fin de conservarla o para maximizar la
exactitud y/o fiabilidad de la sefial obtenida mediante el analisis de la muestra.

En todos los métodos y usos de la invencion se hayan definido o descrito aqui anteriormente o en lo sucesivo, los
tipos de cancer son aquellos que dan lugar a tumores solidos seleccionados del grupo que consiste en cancer
bronquial, nasofaringeo, de laringe, de piel (p. €j., melanoma o carcinoma de células basales), de cerebro, de
pancreas, de cuello, de rifién, de higado, de mama, de vejiga, de esdfago, de estomago, del cuello uterino, de
ovario, de células germinales y de prostata. Mas preferiblemente, los canceres son canceres del cuello uterino, de
esofago, de rifion, de cerebro, de mama y de ovario.

En otras realizaciones, el cancer puede ser un carcinoma, preferiblemente un carcinoma de células escamosas
(SCC) o un adenocarcinoma, preferiblemente seleccionado entre los canceres del cuello uterino, de eséfago, de
rifién, de cerebro, de mama y de ovario.

En realizaciones preferidas, un mayor nivel de CCL17 y opcionalmente CCL22 producido por las células tumorales
identifica un cancer maligno o un cancer potencialmente maligno.
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Se puede determinar el nivel de CCL17 y opcionalmente CCL22 y/o CCR4 producido en células no tumorales y
comparar el nivel en células tumorales y no tumorales.

El nivel de CCL17 y opcionalmente CCL22 y/o CCR4 en las células tumorales se puede comparar con niveles
predeterminados. Los niveles predeterminados pueden derivar de tejido no canceroso normal, tejido canceroso de
una fase anterior, de datos obtenidos de bases de datos o directamente de material 0 muestras bioldgicas
disponibles.

Se pueden emplear varias maneras para determinar el nivel de CCL17 y opcionalmente CCL22 y/o CCR4 en los
métodos de la invencion. Preferiblemente, el nivel de proteina y/o actividad de CCR4 y/o CCL17 y/o CCL22 se
pueden utilizar como una medida de los productos génicos de CCR4 y/o CCL17 y/o CCL22 en la muestra.

En una realizacion preferida adicional, el nivel de proteina de CCL17 y opcionalmente CCR4 y/o CCL22 se mide
utilizando un anticuerpo reactivo contra CCR4, CCL17 y CCL22 respectivamente, preferiblemente un anticuerpo
especifico, p. €j. un anticuerpo monoclonal.

La ubicacion y la cantidad de las proteinas especificas se pueden detectar por medio de microscopia y técnicas
histolégicas. Utilizando mecanismos de preparacion, tincion y sondeo de la muestra bien conocidos en la técnica, se
puede mostrar la estructura de las células y se pueden detectar las proteinas especificas asociadas con ellas y su
ubicacién dentro de la muestra encontrada.

Las tinciones histoquimicas son bien conocidas en la técnica y se pueden utilizar para mostrar la morfologia de la
célula y/o componentes celulares mas especificos. Las tinciones comunmente utilizadas incluyen hematoxilina (que
tifie los acidos nucleicos y el ergastoplasma, de color azul) y la eosina (que tifie las fibras elasticas y reticulares, de
color rosa).

La inmunohistoquimica es una técnica mediante la cual se utilizan anticuerpos para proteinas especificas para la
deteccion de dichas proteinas en las muestras. La unién del anticuerpo al antigeno en la muestra se puede detectar
de varias maneras.

El método mas convencional consiste en conjugar una enzima que cataliza una reaccion de cambio de color (p. €j.,
fosfatasa alcalina, peroxidasa de rabano picante) con el anticuerpo, de ese modo el uso de un sustrato cromogénico
adecuado permite la visualizacion de la localizacion del antigeno bajo el microscopio 6ptico. Una variacion sobre
este método es la inmunofluorescencia por medio de la cual el anticuerpo se conjuga con un fluoréforo (p. €j., FITC,
rodamina, Rojo Texas) que emite una sefal detectable cuando es excitado por una fuente adecuada de energia.
Normalmente esta es luz de una longitud de onda especifica. La inmunofluorescencia es ventajosa debido a que el
uso de multiples fluoréforos unidos a diferentes anticuerpos permite la deteccién de multiples dianas dentro de una
muestra y es particularmente adecuado para la microscopia de barrido laser confocal, que es altamente sensible y
también se puede utilizar para visualizar las interacciones entre multiples proteinas. A menudo, la deteccion del
antigeno especifico se lleva a cabo por medio de un método indirecto, de multiples fases. Se utiliza un anticuerpo
"primario" no marcado o no conjugado, originado contra el antigeno que esta siendo sometido a ensayo para unirse
con dicho antigeno. Este anticuerpo "primario" puede ser detectado a continuaciéon por un anticuerpo "secundario”
conjugado con un marcador detectable y originado de manera que reaccione con la inmunoglobulina de la especie
que origind el anticuerpo "primario”.

La medicion de los niveles de proteina utilizando anticuerpos puede emplear técnicas tales como ELISA (analisis de
inmunoabsorcion ligado a enzimas), RIA (radioinmunoanalisis), EMIT (Técnica de Inmunoensayo Enzimatico
Multiple), analisis de micromatrices de proteinas, citometria de flujo, transferencia Western, transferencia puntual o
transferencia en ranura, preferentemente la metodologia es cuantitativa.

La citometria de flujo es una técnica para contar, examinar y clasificar particulas microscopicas suspendidas en una
corriente de fluido. Permite el analisis multiparamétrico simultaneo de las caracteristicas fisicas y/o quimicas de las
células individuales que fluyen a través de un aparato de deteccion dptica y/o electrénica.

La clasificacion celular activada por fluorescencia (FACS) es un tipo especializado de la citometria de flujo.
Proporciona un método para la clasificacion de una mezcla heterogénea de células bioldgicas en dos o mas
recipientes, una célula cada vez, basandose en las caracteristicas de dispersion de luz y fluorescencia especificas
de cada célula. Es un instrumento cientifico util, ya que proporciona un registro rapido, objetivo y cuantitativo de las
sefales fluorescentes procedentes de células individuales, asi como la separacion fisica de las células de interés
particular.

La poblacién de células en una muestra es normalmente heterogénea. Con el fin de detectar las diferencias entre las
células, estas se tratan con técnicas quimicas e inmunoquimicas similares a las de la histoquimica. La deteccion
inmunoquimica de antigenos se puede realizar utilizando anticuerpos marcados con fluoréforos tales como FITC,
Cy5 y GFP. La tincién de las células con colorantes (como los colorantes de union a ADN SYBR-Green y DAPI) se
puede utilizar para detectar diferencias tales como el tamafio celular o fase del ciclo celular dentro de y entre las

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2612690 T3

muestras. La utilizacion de estas técnicas combinadas permite asignar perfiles de fluorescencia especificos a
diferentes células dentro de la heterogeneidad que se pueden distinguir mediante el citbmetro de flujo. De esta
manera se pueden detectar células que expresan antigenos concretos o asociados a perfiles de dispersion de luz
concretos y medir su prevalencia dentro de la poblacion de la muestra.

Como alternativa, el nivel de CCL17 y opcionalmente CCR4 y/o CCL22 se puede determinar midiendo el nivel de
ARNmM que codifica CCR4 y/o CCL17 y/o CCL22 como una medida del nivel de los productos génicos de CCR4 y/o
CCL17 y/o CCL22 en la muestra.

En realizaciones preferidas adicionales de la invencion, el nivel de ARNm se mide por medio de un método de
reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativo (QPCR), preferiblemente un método de gPCR donde el molde es el
producto de una reaccion con transcriptasa inversa (RT-qPCR).

En realizaciones preferidas el ARNm se extrae de la muestra y se somete a transcripcion inversa para producir
ADNCc antes de la gPCR.

En otras realizaciones preferidas, el nivel de transcripcion de CCL17 y opcionalmente CCL22 y/o CCR4 se mide
utilizando un analisis de proteccion de nucleasa, preferiblemente la sonda utilizada es especifica para CCR4 y/o
CCL17 y/o CCL22.

En otras realizaciones preferidas de la invencion, el nivel de ARNm se mide utilizando una micromatriz de ADN.

Una micromatriz de ADN (también conocida como microplaca de gen o genoma, microplaca de ADN, o la matriz
génica) es una coleccion de puntos de ADN microscopicos, que representan cominmente genes individuales,
dispuestos sobre una superficie sélida mediante unién covalente a matrices quimicamente adecuadas. Las
mediciones cualitativas o cuantitativas con micromatrices de ADN utilizan la naturaleza selectiva de la hibridacion
ADN-ADN o ADN-ARN en condiciones muy rigurosas. La deteccion basada en fluoréforos se puede utilizar para
determinar el grado de hibridacion a partir del cual se puede calcular una medicion cuantitativa.

En realizaciones preferidas, el cancer es un cancer maligno. Como alternativa, el cancer puede ser un cancer
premaligno. El método de la invencion puede identificar de forma ventajosa la fase hasta la cual ha progresado el
cancer en un paciente, permitiendo de este modo la identificacion del curso de tratamiento mas apropiado.

También se desvela el uso de un receptor CCR4 como marcador para la identificacion y/o estadificacion del cancer.
El receptor CCR4 se puede detectar por medio de un anticuerpo, preferiblemente un anticuerpo especifico, p. €j., un
anticuerpo monoclonal.

De forma coherente con el método de la invencién descrito anteriormente en la presente memoria, incluyendo todos
los aspectos secundarios, la invencion posibilita el uso de ligando CCL17 como un marcador para la identificacion
y/o estadificacion de cancer. El ligando CCL17 puede detectarse por medio de un anticuerpo, preferentemente un
anticuerpo especifico, por ejemplo un anticuerpo monoclonal.

La invencion también proporciona adicionalmente, de forma opcional, el uso del ligando CCL22 como un marcador
para la identificacion y/o estadificacion de cancer. El ligando CCL22 puede detectarse por medio de un anticuerpo,
preferentemente un anticuerpo especifico, por ejemplo un anticuerpo monoclonal.

Un tratamiento anticanceroso puede comprender un anticuerpo especifico para CCR y puede ser un anticuerpo
monoclonal, por ejemplo, los anticuerpos descritos en los documentos WO0164754 (Kyowa Hakko Kogyo),
WO005035582 (Kyowa Hakko Kogyo), WO03018635 (Kyowa Hakko Kogyo), WO05053741 (Kyowa Hakko Kogyo) o
WO00042074 (Millenium Pharmaceuticals); o un anticuerpo especifico para CCL17, que puede ser un anticuerpo
monoclonal, o un anticuerpo especifico para CCL22, que puede ser un anticuerpo monoclonal.

El anticuerpo puede ser un fragmento Fab en donde dicho fragmento Fab se puede seleccionar del grupo que
consiste en: fragmentos scFv, F(ab'),, Fab, Fv y Fd, o regiones CDR3.

El fragmento de unién a antigeno (fragmento Fab) es una region de un anticuerpo que se une a antigenos. Se
compone de un dominio constante y uno variable de cada una de las cadenas pesada y ligera. Estos dominios
conforman el paratopo - el sitio de unién al antigeno - en el extremo amino terminal del monémero. Los dos dominios
variables se unen al epitopo en sus antigenos especificos.

Se pueden generar fragmentos Fc y Fab. Se puede utilizar la enzima papaina para escindir un monémero de
inmunoglobulina en dos fragmentos Fab y un fragmento Fc. La enzima pepsina escinde por debajo de la region
bisagra, de manera que se puede formar un fragmento F(ab')2 y un fragmento Fc. Las regiones variables de las
cadenas pesada vy ligera se pueden fusionar entre si para formar un fragmento variable de cadena sencilla (scFv),
que tiene solo la mitad del tamafio del fragmento Fab aunque conserva la especificidad original de la
inmunoglobulina parental.
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Una region determinante de la complementariedad (CDR) es una secuencia corta de aminoacidos que se encuentra
en los dominios variables de las proteinas receptoras de antigenos (p. €j., inmunoglobulina y receptor de células T),
que complementa un antigeno y por lo tanto proporciona al receptor su especificidad para ese antigeno concreto. La
mayor parte de la variacion de secuencia asociada con las inmunoglobulinas y los receptores de células T se
encuentra en las regiones CDR, estas regiones se denominan a veces dominios hipervariables. Entre estos, CDR3
muestra la mayor variabilidad, ya que esta codificada por una recombinacion de las regiones VJ.

Los anticuerpos pueden ser anticuerpos humanizados o quiméricos.

Los anticuerpos humanizados o los anticuerpos quiméricos son un tipo de anticuerpo monoclonal que se sintetizan
utilizando la tecnologia de ARN recombinante para eludir el problema clinico de la respuesta inmunitaria a los
antigenos foraneos. El procedimiento convencional de la produccion de anticuerpos monoclonales produce
anticuerpos de ratén. Aunque los anticuerpos murinos son muy similares a los anticuerpos humanos las diferencias
son lo suficientemente significativas para que el sistema inmunitario humano reconozca los anticuerpos de ratén
como foraneos, eliminandolos rapidamente de la circulacion y ocasionando efectos inflamatorios sistémicos.

Los anticuerpos humanizados se pueden producir mediante la fusién del ADN que codifica la porcién de unién de un
anticuerpo monoclonal de ratén con el ADN productor de anticuerpo humano. A continuacién se utilizan cultivos de
células de mamiferos para expresar este ADN y producir estos anticuerpos con parte de ratén y parte humana que
no son tan inmunogénicos como la variedad puramente murina.

Se pueden realizar modificaciones en los anticuerpos monoclonales que se unen solamente a los antigenos
especificos de la célula y preferiblemente inducen una respuesta inmunolégica contra las células cancerosas diana.
Tales anticuerpos monoclonales se modifican preferiblemente para la liberaciéon de una toxina, radioisétopo, citocina
u otro producto conjugado activo.

En otro aspecto de la tecnologia de anticuerpos, se pueden disefiar anticuerpos biespecificos que se pueden unir
con sus regiones Fab tanto al antigeno diana como a un producto conjugado o célula efectora. Asimismo, todos los
anticuerpos intactos pueden unirse a los receptores celulares u otras proteinas con su region Fc.

La produccion de anticuerpos monoclonales recombinantes también puede implicar tecnologias, referidas como
clonacion de repertorios o presentacion en fagos/presentacion en levadura. Estas pueden implicar el uso de virus o
levaduras para crear anticuerpos, en lugar de los ratones. Estas técnicas se basan en la rapida clonacion de
segmentos de genes de inmunoglobulina para crear bibliotecas de anticuerpos con secuencias de aminoacidos
ligeramente diferentes a partir de las cuales se pueden seleccionar anticuerpos con las especificidades deseadas.
Este proceso se puede utilizar para mejorar la especificidad con la que los anticuerpos reconocen los antigenos,
alterar su estabilidad en diversas condiciones ambientales, aumentar su eficacia terapéutica, y modular su
detectabilidad en aplicaciones de diagndstico.

También se desvela un método para tratar o prevenir enfermedad maligna en un individuo que padece cancer que
comprende tratar al individuo con una cantidad eficaz de una molécula pequefia inhibidora de CCR4 y/o CCL17 y/o
CCL22.

Se desvelan moléculas pequefias inhibidoras en los documentos W0O04007472 (ONO PHARMACEUTICAL CO.),
WO005023771 (ONO PHARMACEUTICAL CO.), W002094264 (TULARIK INC.), W00230358 (TULARIK /
CHEMOCENTRYX), W00230357 (CHEMOCENTRYX), W0051236976 (ASTELLAS PHARMA INC.), WO05085212
(YAMANOUCHI PHARMACEUTICAL CO., LTD.), WO05082865 (YAMANOUCHI PHARMACEUTICAL CO., LTD.),
WO004108717 (ASTRAZENECA AB), EP1633729 (ASTRAZENECA AB) o WOO03014153 (TOPIGEN
PHARMACEUTIQUE INC.)

También se desvela un método para tratar o prevenir enfermedad maligna en un individuo que padece cancer que
comprende tratar al individuo con una cantidad eficaz de un agente que modula la actividad de CCR4 y/o CCL17 y/o
CCL22.

Se desvelan agentes moduladores de CCR4 ejemplares en el documento WO0041724A1 (LELAND STANFORD /
LEUKOSITE).

La invencion se describira ahora en detalle, incluyendo mediante ejemplos experimentales y con referencia a los
dibujos en los que:

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1 - La expresion del ARNm de CCR4 se incrementa en biopsias del cuello uterino malignas en
comparacion con tejidos normales.
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(A) Sumario del porcentaje de muestras que expresan ARNm del receptor de quimiocinas CC y CXC en tejido
del cuello uterino no neoplasico (barras de color blanco) y maligno (barras de color negro) después del
analisis de proteccion de ribonucleasa (RPA) para la expresion de ARNm.

(B) RPA de muestras de tejido no neoplasico 1 a 14 y tejidos malignos: Biopsias de adenocarcinoma,
muestras 1 a 4 y biopsias de carcinoma de células escamosas (SCC), muestras 1 a 11. Las fases de los
tejidos de adenocarcinoma fueron: 1 a 3, 1 B1; 4, 1 B2. Las fases de SCC fueron: 1, 1 A2; 2a 8-11, 1 B1; 9, 1
B2y 10, 2A.

(C) Regulacion al alza de la expresion del gen de CCR4 en compartimentos epiteliales y estromales cuando
se comparan con sus homologos no neoplasicos. La expresion de ARNm en el tejido del cuello uterino no
neoplasico se utiliz6 como un punto de partida para comparar el ARNm de tejido maligno y se representa
como valor "1".

Figura 2 - Inmunohistoquimica para CCR4 durante la progresion maligna del cuello uterino.

Expresion de la proteina CCR4 en el estroma de (A) tejido del cuello uterino no neoplasico, 200x, (B) CIN 200x;
(C) tejido del cuello uterino invasivo, 200x. Expresion de la proteina CD68+ en (D) normal, 400x: (E) CIN, 200x: y
(F) cancer del cuello uterino invasivo, 400x. Tincién de proteinas FoxP3+ en (G) del tejido del cuello uterino no
neoplasico, 200x; (H) CIN, 400x; e (I) cancer del cuello uterino invasivo, 400x. Expresion de proteina CCR4
epitelial en (J) no neoplasico, 200x; (K) CIN, 400x y (L) cancer del cuello uterino invasivo, 400x.

Figura 3 - Puntuacion inmunohistoquimica para células positivas para CCR4, CD68 y FoxP3 durante la
progresion maligna del cuello uterino

(A) Puntuacion total para la tincion de células epiteliales (barras de color negro) y células del estroma (barras
de color blanco) para CCR4, calculada por la "positividad" X "intensidad" en normal (n = 23), CIN (n = 63) y
SCC (n = 45), cancer recurrente (n = 15), metastasis de ganglios linfaticos (n = 10) y adenocarcinoma (n =
10). (B) Puntuacién media de CD68+ (+ET) de la infiltracion intra- y peritumoral de macréfagos en normal (n =
11), CIN (n = 16), adenocarcinomas (n = 16), cancer recurrente (n = 24) y depositos metastasicos en ganglios
linfaticos (n = 11); **p < 0,001, *p < 0,005. (C) Puntuacidon media para FoxP3+ (+ET) de la infiltracion intra- y
peritumoral de células Treg en normal (n = 11), CIN (n = 16), SCC (n = 44), adenocarcinomas (n = 16),
canceres recurrentes (n = 24) y depésitos metastasicos en ganglios linfaticos (n = 11), *p < 0,01. (D)
Puntuacion total para CCR4 en células epiteliales (barras de color negro) y células del estroma (barras de
color blanco) calculada por "positividad" X "intensidad" en CIN | (n = 26), CIN Il (n=19)y CIN lll (n = 17).

Figura 4 - Expresion de ARNm y proteina del ligando de CCR4 CCL22 en cuello uterino normal, CIN y SCC

(A) Niveles de expresion de ARNm de CCL22 evaluados mediante RT-PCR cuantitativa en tiempo real en
biopsias de cuello uterino normales (n = 14) y SCC (n = 11) (P = 0,43). Expresion de la proteina CCL22 en (B)
tejidos del cuello uterino no neoplasico, 200x; (C) CIN, 200x y (D) SCC, 200x. (E) Puntuacion total de CCL22
de células epiteliales (barras de color negro) y células del estroma (barras de color blanco) calculada
mediante "Positividad X Intensidad" en muestras del cuello uterino normal (n = 16), CIN (n = 17), SCC (n =
19) y adenocarcinomas (n = 5).

Figura 5 - Expresion de ARNm y proteina del ligando de CCR4 CCL17 en cuello uterino normal, CIN y SCC

(A) Niveles de expresion de ARNm de CCL17 evaluados mediante RT-PCR cuantitativa en tiempo real en
biopsias del cuello uterino normal (n = 7), en comparacion con SCC (n = 11) (P = 0,02). Expresion de la
proteina CCL17 en (B) no neoplasico, 200x; (C) CIN, 200x y (D) SCC, 200x. (E) Puntuacién total de CCL17
de células epiteliales (barras de color negro) y células del estroma (barras de color blanco) calculada
mediante "positividad X intensidad" en muestras del cuello uterino normal (n = 21), CIN (n = 33), SCC (n = 20)
y adenocarcinomas (n = 4).

Figura 6 - CCR4 es funcional en la linea celular de cancer del cuello uterino C-41

(A) Se midio la expresion de las proteinas CCR4, CCL17 y CCL22 (lineas de color azul) en la linea celular de
cancer del cuello uterino C-41 mediante el uso de citometria de flujo. Se examind la expresion/internalizacion
de CCR4 por C-41 después de la estimulacion con 100 ng/ml de (B) CCL17 y (C) CCL22 (la linea de color
azul representa el control de CCR4 a los 0 minutos; la linea de color naranja indica la expresion de la proteina
CCR4 después de la estimulacion con el ligando apropiado). (D) Migracion de células de cancer del cuello
uterino C-41 en respuesta a CCL17 y CCL22. Los valores son la media + DT de 10 determinaciones, * P <
0,05, ** P < 0,01. (E y F) crecimiento de C-41 en condiciones subdptimas después de la estimulacién con 1
ng/ml, 10 ng/ml y 100 ng/ml de CCL17 y CCL22 durante 2, 4 y 6 dias. Después de 6 dias C-41 mostro un
aumento significativo del crecimiento después de la estimulacién con 10 ng/ml de CCL17; (P = 0,017) y 100
ng/ml de CCL17 (P = 0,044), pero no con 1 ng/ml de CCL17 (P = 0,383). La estimulacion con 1 ng/ml de
CCL22 y 100 ng/ml de CCL22 también mostré aumento significativo del crecimiento: 1 ng/ml de CCL22; (P =
0,026) y 100 ng/ml de CCL22 (p = 0,043), pero no con 10 ng/ml de CCL22 (P = 0,195).
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Figura 7 - Expresion de CCR4 en carcinogénesis de es6fago

Expresion de CCR4 en células epiteliales normales (A, x40; D, x40), hiperplasicas (B, x100), displasicas (C, x40;
D, x40) de esdfago y células cancerosas invasivas (H, x200). Expresion de CCR4 en el estroma durante la
carcinogénesis de esofago: E, esofago normal (x200); F, displasia | (x200); G, displasia Il (x200); H, cancer
invasivo (x200).

Figura 8 - Resultados de la puntuacion inmunohistoquimica de células del estroma positivas para CCR4 durante
la progresion maligna del cuello uterino

La puntuacion se evalu6 mediante el nimero de células positivas para CCR4 y mediante la intensidad de la
tincién de CCR4. El nimero de células se midié como la media de 15 HPF: 0 = sin expresion de proteina CCR4;
+1 = 1-10 células positivas para CCR4 por HPF; +2 = 10-20 células positivas por HPF; +3 (21-30 células por
HPF); +4 (>30 células). La intensidad se midié6 como: 0 = sin expresion; 1+ = expresion leve, 2++ = expresion
moderada; 3+++ = expresion fuerte.

Figura 9 - Resultados de puntuacion inmunohistoquimica de células epiteliales positivas para CCR4 durante la
progresion maligna del cuello uterino

La puntuacion se evalu6 mediante el nimero de células positivas para CCR4 y mediante la intensidad de la
tincion de CCR4. 0 = sin expresion de la proteina CCR4 en las células epiteliales; +1 = menos de 25 % de la
secciodn tiene expresion de CCR4; +2 = 26-50 % de células positivas; +3 = 51-75 % de células positivas; +4 mas
de 76 % de células positivas para CCR4. La intensidad se mide como: 0 = sin expresion; 1+ = expresion leve,
2++ = expresion moderada; 3+++ = expresion fuerte.

Figura 10 - Resultados del escrutinio para determinar la expresion de CCR4 en una gama mas amplia de
tumores utilizando una biblioteca de ADNc derivada de tejidos humanos (Cancer Research UK). La biblioteca
contiene ADNc generado a partir de ARN aislado de 5-10 muestras tumorales y 2-5 muestras normales de 11
tipos de tumores diferentes: de pulmon, colon, vejiga, estémago, pancreas, piel, mama, cerebro, eséfago, ovario
y prostata. Los niveles de expresion de ARNm de CCR4 se midieron utilizando RT-PCR cuantitativa en tiempo
real.

La Figura 11 muestra los resultados del analisis FACS para la expresion de CCR4 en lineas de células del cuello
uterino (C41, C33A) y lineas celulares de cancer renal (786, A498, CAKI). Linea discontinua: anticuerpo control
de isotipo coincidente; linea de color gris: expresion de CCR4.

La Figura 12 muestra los resultados del analisis FACS de la expresion de CCR4 en células C41 después de 24 h
de estimulacion con IL-10, TGF-B y FGF. Linea discontinua: control de isotipo; linea de color gris: expresion de
CCR4; linea en negrita: expresion de CCR4 después de la estimulacion de citocinas.

La Figura 13 muestra una secuencia de ADNc de CCR4. Este es el SEQ ID NO: 1 referido en la presente
memoria.

Descripcion Detallada de la Invencion

Los autores de la presente invencién han descubierto que la expresion del receptor de quimiocinas CCR4 es un
evento temprano en la carcinogénesis en ciertos tipos de tumores. La expresion epitelial de un receptor para las
quimiocinas homeostaticas generalmente presentes en un tejido puede conferir una ventaja de supervivencia en la
célula iniciada.

El receptor de quimiocinas CCR4 estuvo presente en las lesiones no invasivas displasicas del cuello uterino y el
esofago. Esto fue particularmente sorprendente en algunas de las muestras de cancer de eséfago donde las zonas
displasicas positivas para CCR4 se observaron claramente adyacentes a las zonas epiteliales normales en la misma
seccion (p. €j., Figura 7C y D).

El receptor de quimiocina CCR4 aumenté con la progresion maligna del cuello uterino. Esto no solamente se debio al
aumento de la infiltracion de macréfagos positivos para CCR4 y las células Treg, sino también a la adquisicion de la
expresion de CCR4 por las células epiteliales. Un hallazgo inesperado fue que CCR4 se expresaba fuertemente en
células epiteliales no invasivas en lesiones intraepiteliales (CIN) asi como en células cancerosas invasivas. La
progresion de CIN a enfermedad invasiva se asocié con un aumento de expresion en células del estroma de los
ligandos de CCR4 CCL17 y 22 y estas quimiocinas estimularon el crecimiento y la migracion de una linea celular de
cancer del cuello uterino positiva para CCR4 (p. €j., Figura 4 y Figura 6). También se detect6 CCR4 en células
displasicas asi como epiteliales invasivas en el cancer de eséfago, de nuevo con aumento de los niveles de CCL17 y
CCL22 durante la progresion maligna. Los cambios en los gradientes de CCL17 y 22 ayudan a la transicién de
enfermedad pre-invasiva a invasiva y atraen leucocitos promotores de tumores que ayudan a las células iniciadas a
evadir la vigilancia inmunitaria.

Las dos quimiocinas de unién a CCR4, CCL17 y CCL22, también se encontraron en la superficie de los vasos
sanguineos y linfaticos en las biopsias de tumores. No fue posible cuantificar esto, pero observaciones preliminares
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indican un aumento en la intensidad de la tincién con la progresion maligna.

Otro elemento del sistema de CCR4 es el receptor D6 de quimiocinas no sefializador que tiene una alta afinidad para
CCL17 y CCL22 [18]; se esperaria que su presencia en los tejidos influyera en los gradientes de estas quimiocinas
[19].

La Figura 6 muestra que el receptor CCR4 es funcional en la linea celular de cancer del cuello uterino C-41. CCR4
puede ser regulado al alza por el microambiente. Las células positivas y negativas para CCR4 se expusieron a
varias citocinas (TNF-a, TGF-, IFN-y, IL-4 e IL-10) que se sabe que estan presentes en el microambiente del cuello
uterino y para las cuales era probable que estuvieran presentes los receptores en las células tumorales. Ninguna de
estas influyd en la expresion de CCR4. Sin embargo, los niveles de ARNm de CCR4, pero no los niveles de proteina,
fueron regulados al alza por medio del cultivo simultaneo de células C-41 con los macréfagos.

CCR4 y D6 se localizan en el cromosoma 3p cerca de donde se cree que se localizan los genes supresores de
tumores de cancer del cuello uterino criticos con aberraciones complejas (pérdida de heterocigosidad,
homocigosidad y amplificacion génica) referidas [25, 26, 27]. Aunque ni CCR4 ni D6 estan implicados directamente
en estos cambios [26], las alteraciones genéticas proximas pueden tener impacto en su regulacion.

Las células B inmortalizadas con EBV secretan CCL22, asi como CCL3 y CCL4 [28]. La expresion estable del
oncogén de EBV LMP1 también indujo CCL17 y CCL22 en una linea de células B y la expresion de CCL17 y CCL22
inducida por LMP1 fue regulada por NF-kB. Se sugirié que la induccion de estas dos quimiocinas por EBV ayuda a
las células malignas evadir la vigilancia inmunitaria mediante la atraccién de las células Th2 y Treg. Otros cambios
oncogénicos pueden inducir la produccion de CCL17 y CCL22 por las células epiteliales.

Los autores de la presente invencion llevaron a cabo la cuantificacién detallada de dos componentes del producto
infiltrado mononuclear en el cancer del cuello uterino, especificamente macréfagos CD68 + y Treg FoxP3+. La
densidad de células infiltrantes positivas para CCR4 aumenta en CIN en comparacion con el cuello uterino normal y
aumenta adicionalmente tanto en SCC como en adenocarcinomas. Los macrofagos CD68+ siguen el mismo patron,
y los autores de la presente memoria encontraron que estos eran positivos para CCR4. La intercomunicacion entre
los macréfagos y las células malignas es fundamental en todas las fases de la progresion del cancer, influyendo en
la supervivencia de las células malignas, ayudando al interruptor angiogénico, polarizando leucocitos y ayudando a
la invasion de células malignas [29,30,31]. En los canceres del cuello uterino y de esofago, las quimiocinas CCL17 y
CCL22 juegan un papel en el reclutamiento de macréfagos mientras que en otros tipos de cancer, por ejemplo
cancer de ovario, quimiocinas tales como CCL2 son criticas [32].

CCL17 y CCL22 también son importantes en el reclutamiento de Treg que aumentan de manera paralela a las
células CD68+ en las biopsias del cuello uterino. El reclutamiento de las células Treg a las lesiones premalignas y
malignas fomenta privilegio inmunitario. Por ejemplo, en el linfoma de Hodgkin, LH, las células malignas estan
rodeadas por un gran numero de linfocitos CCR4+ FoxP3+ [33]. Estas células, reclutadas por las células LH
malignas, crean un ambiente favorable para que las células malignas escapen del sistema inmunitario del
hospedador. Los autores de la presente invencion creen que este es también el caso del cancer del cuello uterino y
de esodfago. Por lo tanto no solamente los cambios en los gradientes de CCL17 y CLL22 fomentan directamente la
supervivencia y diseminacion de las células tumorales, sino que atraen a los leucocitos que también pueden
proporcionar factores de supervivencia a las células del tumor y contribuir al privilegio inmunitario/inmunosupresion
que impide respuestas del hospedador eficaces contra el tumor.

Estos datos demuestran que la presencia de CCR4 epitelial es a la vez un biomarcador altamente sensible y
altamente especifico para la neoplasia del cuello uterino tanto premaligna como maligna. El papel de la expresién de
CCR4 en la progresion del cancer del cuello uterino, hasta ahora, no esta claro aunque los datos de los autores de la
presente invencion sugieren que CCR4 puede ofrecer proteccion a las células contra los estimulos apoptoticos
dentro del entorno del tumor, ademas de ser necesario para la invasion por células tumorales de la membrana basal.
Debido a su alta sensibilidad y selectividad, existe el potencial para que CCR4 sea utilizado como un biomarcador de
diagndstico para todas las etapas de cancer del cuello uterino.

Posteriormente los autores de la presente invencion también sometieron a ensayo la expresion de CCR4 en 31
muestras de tumores esofagicos, otro tipo de tumor que tiene una fuerte vinculacién con la inflamacién. Por medio
de IHC encontraron que CCR4 no era detectable en cualquier tejido epitelial del es6fago normal, pero estaba
presente en las células epiteliales de todas las lesiones preinvasivas e invasivas. Debido a su alta sensibilidad y
selectividad, existe el potencial para que CCR4 sea utilizado como un biomarcador de diagnéstico para todas las
etapas de cancer de esdéfago.

En resumen, el receptor de quimiocina CCR4 y sus ligandos aumentan durante la progresion maligna de los
canceres de cuello uterino, eséfago, rifidn, cerebro, ovario o mama. Los cambios en CCR4 y los gradientes de su
ligando tienen varias implicaciones protumorales. En primer lugar la estimulacion de CCR4 aumenta el crecimiento y
la supervivencia de las células de cancer de iniciadas e invasivas; en segundo lugar, los cambios en los gradientes
de quimiocinas ayudan a la invasion de la membrana basal y el movimiento subsiguiente de las células malignas en
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los vasos sanguineos o el sistema linfatico. Finalmente CCL17 y CCL22 atraen los tipos de células, incluyendo
macrofagos M2 y Treg FoxP3 que fomentan el crecimiento del tumor y permiten que las células iniciadas escapen a
la vigilancia inmunitaria. CCR4 y sus ligandos pueden ser marcadores de diagnéstico y dianas terapéuticas Utiles en
las neoplasias epiteliales.

La invencion se describe en parte a modo de trabajo experimental y ejemplos, en los que se emplearon los
siguientes materiales y métodos:

Ejemplos

Muestras de tejido del cuello uterino y muestras de ensayo esofagicas

Para los estudios del ARNm, se obtuvieron quince biopsias de tumores de pacientes con cancer del cuello uterino
(11 de carcinoma de células escamosas, S1-S11, y 4 adenocarcinomas, A1-A4) y 14 muestras de tejido del cuello
uterino no neoplasico (N1-N14) durante la cirugia y se congelaron instantaneamente en nitrégeno liquido. El
diagnéstico fue realizado por el departamento de patologia de Barts y The London NHS Trust. Las muestras de
pacientes se dividieron de acuerdo con la clasificacion de la FIGO (fase |, Il, I, 1V) y las biopsias de los tumores se
clasificaron de acuerdo con el aumento del grado de atipia nuclear (1, 2, 3) o también, moderada o escasamente
diferenciados.

Para la inmunohistoquimica, se obtuvieron muestras incluidas en parafina (n = 166) de 150 pacientes diferentes de
Barts y The London NHS Trust y el Centro Clinico de Serbia, Belgrado. El acceso a muestras humanas nuevas e
incluidas en parafina satisfizo los requisitos del East London and City Health Authority Research Ethics Subcommitee
(LREC N.° T/02/046).

También se incluyeron en este trabajo muestras de ensayo resecadas de treinta y un pacientes con carcinoma
esofagico escamoso primario. Estos pacientes eran de una zona de alto riesgo de carcinoma esofagico en la ciudad
de Anyang, provincia de Henan, China. Todos los pacientes recibieron tratamiento quirurgico en el Departamento de
Cirugia del Hospital Central de Anyang. Ninguno de estos pacientes habia sido sometido a quimioterapia,
radioterapia o terapia inmunomoduladora antes de la cirugia. Se tomaron muestras de zonas macroscopicamente
cancerosas Yy las zonas normales correspondientes del mismo paciente de cancer. Los tejidos se fijaron en PBS que
contenia 10 % de formalina tamponada neutra.

Extraccién de ARN y Ensayo de proteccion contra ARNasa (RPA)

Se homogeneizaron biopsias de tejido del cuello uterino utilizando un molino enfriado con nitrégeno liquido 6750
(Glen Creston Ltd., Stanmore) y se solubilizaron en el Tri Reagent™ (Sigma, Poole, Reino Unido). EI ARN extraido
se tratd con 10 unidades de ADNasa (Pharmacia, St Albans, Reino Unido) siguiendo las instrucciones del fabricante.
El RPA se realizé utilizando conjuntos de moldes hCR5 y hCR6 RiboQuant® (BD Pharmingen, Oxford, Reino Unido)
y UTP [0(32p] (Amersham International plc, Aylesbury, Reino Unido). Se hicieron correr fragmentos protegidos contra
ARNasa en un gel de secuenciacion de acrilamida-urea (BioRad Laboratories Ltd, Hemel Hempstead, Reino Unido),
se adsorbieron sobre papel de filtro y se secaron al vacio. La autorradiografia se realizé utilizando pelicula Kodak
Biomax MS con una pantalla amplificadora Transcreen LE (Sigma).

Microdiseccion y Matriz génica

Se cortaron tejidos del cuello uterino incluidos en parafina en condiciones libres de ARNasa y se montaron en
portaobjetos con membrana PALM® tratados con UV (PALM, Microlaser Technologies, Alemania). Estos se
desparafinizaron a continuacion en xileno y se rehidrataron por medio de alcoholes graduados. Las muestras se
tiieron durante 1 min con una disolucién de hematoxilina de Mayer, se deshidrataron y se secaron al aire antes de
su procesamiento. Las secciones se microdisecaron con laser siguiendo el protocolo del fabricante. En resumen, las
areas de interés se microdisecaron con laser y se lanzaron a una tapa de microcentrifuga que contenia tampon de
Proteina Quinasa (PK). Se capturaron aproximadamente 500-5000 células en cada sesion. Las células
microdisecadas por medio de laser se disolvieron en 100 yl de Tampoén de PK mezclado con 5 ul de PK. A
continuacion, se extrajo el ARN total utilizando el kit de aislamiento de ARN en bloque de parafina (1902, Ambion,
Estados Unidos) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. EI ADNc se amplific6 como se ha descrito
anteriormente y se analizé utilizando tarjetas microfluidicas de matrices génicas disefiadas a medida (PE Applied
Biosystems) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

El perfil de expresion génica de los genes individuales en siete muestras de tumor del cuello uterino se comparé con
cinco muestras del cuello uterino normales. Los niveles de expresion génica en las muestras de células epiteliales o
estromales normales se utilizaron como un valor inicial de "1" y se compararon con el valor medio de cualquiera de
las células epiteliales tumorales o las células estromales tumorales, respectivamente. Las muestras de tumor
microdisecadas por medio de laser se componian de una muestra de la fase 1A2 y 2B, y cinco de la fase 1B1.
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Inmunohistoquimica

Se tifieron secciones incluidas en parafina (4 pm) para determinar CCR4, CCL17 y CCL22. En resumen, las
secciones se separaron de la cera en xileno y se deshidrataron a través de un gradiente de etanol. Tras el lavado
con PBS el antigeno se expuso utilizando Disolucion de Recuperacion de la Diana (S1700, DAKO) a 95°C durante
20 min o Disolucion Desenmascaradora de Antigeno (H-3300, Vector) durante 9 min en un microondas. Las
secciones se bloquearon con suero de conejo o de cabra normal durante 30 min y se incubaron durante la noche a 4
°C con el anticuerpo primario: CCR4 (1:300, ab1669, AbCam, Cambridge), CCL17 (01:50, ab9816-50, AbCam,
Cambridge) y CCL22 (1:20, 500-P107, Peprotech). Después de la incubacion con un anticuerpo secundario
biotinilado (anti-lgG de cabra o conejo, 1:200, Vector) durante 30 min a temperatura ambiente, los antigenos se
revelaron con 3,3-diaminobencidina (DAB, Sigma). Los portaobjetos se contratifieron a continuacion con
hematoxilina, se deshidrataron y se montaron. Se utiliz6 la omisién del anticuerpo primario como control negativo.
Para comprobar la especificidad del anticuerpo contra CCR4, se transfectaron algunas células negativas para CCR4
con ADNCc para este receptor de quimiocinas. El anticuerpo contra CCR4 detecté proteina de superficie solamente
en las células transfectadas con éxito.

Tincién doble, CD68, FoxP3, SR-A: Métodos de puntuacién y cateqorias

Para la evaluacion de la expresiéon de CCR4, CCL17 y CCL22 en las células epiteliales no malignas y malignas,
cada muestra se evalué semi-cuantitativamente con el siguiente sistema de puntuacion: 0 (sin expresion de la
proteina positiva), +1 (<25 % de la seccion transversal de promedio tiene expresion positiva), +2 (26-50 %), +3 (51-
75 %), +4 (>76 %). La intensidad de las células positivas se analizé de la siguiente manera: 0 (sin expresion), 1
(expresion leve), 2 (expresion moderada), 3 (expresion fuerte). La puntuacion de la expresion de CCR4, CCL17 y
CCL22 en el estroma tumoral (células infiltrantes intratumorales) y la frontera invasiva del tumor (células infiltrantes
peritumorales) se realizd basandose en el método de la 'media del recorrido' [43]. Se evitaron las areas necroticas.
Se contaron un total de 15 campos de alta potencia (aumento X400). Se establecieron cinco escalas de la siguiente
manera: 0 = ninguna expresion de la proteina CCR4; +1 = 1-10 células positivas para CCR4 por HPF; +2 = 10-20
células positivas por HPF; +3 (21-30 células por HPF); +4 (>30 células). El resultado global de la tinciéon se obtuvo
mediante el calculo del "porcentaje" X "intensidad". La puntuacion IHC en tumores y células infiltrantes fue realizada
por un patdélogo certificado por el colegio de médicos (YW).

Cultivo de linea celular de cancer del cuello uterino

La linea celular de cancer del cuello uterino C-41 (ATCC, Rockville, MD, Estados Unidos) se cultivd en medio DMEM
con un suplemento de FCS al 10 %. En algunos experimentos las células se estimularon con 1, 10, 100 o 1000 ng/ml
de CCL17 o CCL22 (PeproTech, Londres, Reino Unido). La proliferacion y la migracion se evaluaron utilizando los
métodos descritos anteriormente [11].

Analisis estadistico

La significacion estadistica se evaluo utilizando la prueba de t para muestras no relacionadas con la correccion de
Welch (soporte légico Instat, San Diego, CA). Un valor de p < 0,05 se considerd significativo.

Experimento 1- Ensayo de proteccion contra ribonucleasa para receptores de guimiocinas

Se utilizaron ensayos de proteccion contra ribonucleasa (RPA) para escrutar 13 ARNm de receptores de quimiocinas
en biopsias frescas congeladas de tejido del cuello uterino humano. Como se puede observar a partir del grafico de
resumen en la Figura 1A, se encontré una gama de ARNm de los receptores de quimiocinas en extractos de tejido
del cuello uterino con algunas diferencias discretas entre biopsias no neoplasicas y malignas. De particular interés
fue el receptor de quimiocinas CCR4, que estaba presente en el cuello uterino maligno pero no en extractos de
biopsias no neoplasicas del cuello uterino (Figura 1B).

Puesto que se examinaba la expresion del receptor de quimiocinas en extractos de tejidos completos que contenian
una poblacion mixta de células del estroma y células epiteliales, los autores de la presente memoria investigaron a
continuacion la fuente celular del ARNm de CCR4. EI ARNm se extrajo de zonas de células estromales y epiteliales
de biopsias del cuello uterino normales y malignas microdisecadas con laser, y se utilizé RT-PCR semicuantitativa
en Tiempo Real para analizar la expresion de CCR4 con ARNr 18S como control. Como se muestra en la Figura 1C,
el ARNm de CCR4 se regul6 al alza en las zonas del estroma de tejidos malignos cuando estos se compararon con
sus homadlogos no neoplasicos. Ademas, y de forma inesperada, el ARNm de CCR4 también se regul6 al alza en
extractos de las zonas de células epiteliales malignas en comparacion con el epitelio normal.

Para investigar adicionalmente estas observaciones referentes al ARNm de CCR4, los autores de la presente
memoria tifieron una cohorte de biopsias para determinar CCR4 mediante inmunohistoquimica, IHC. Los autores de
la presente memoria evaluaron la expresion de la proteina CCR4 en 166 muestras de tejidos del cuello uterino
incluidos en parafina de 150 pacientes diferentes: no neoplasicas, n = 23; CIN |, n =30; CINIl, n =17; CINIll, n
16; SCC, n = 45; tumor recurrente, n = 15; metastasis en ganglio linfatico (mets GL), n = 10; adenocarcinoma, n
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10. Tanto los leucocitos como las células epiteliales expresan la proteina CCR4. Para cuantificar los resultados de
los autores de la presente memoria, una puntuacién IHC se calculé multiplicando la "positividad" e "intensidad"
(véase la descripcion de los métodos y las Figuras 8 y 9 para mas detalles).

Experimento 2 - La proteina CCR4 se encuentra en leucocitos infiltrantes en biopsias del cuello uterino humanas.

Como se muestra en la Figura 2 (A-C), los leucocitos en las zonas del estroma de las biopsias se tifieron positivas
para CCR4. La puntuacion IHC para la positividad de CCR4 en las zonas del estroma se resume en la Figura 3A
(barras de color blanco). Los tejidos no neoplasicos fueron negativos para los leucocitos CCR4 (Figuras 2A, 3A).
Hubo mas células del estroma que expresaban CCR4 en las muestras de CIN (Figura 2B, 3A) y esto aumento
adicionalmente en las muestras del cuello uterino neoplasicas invasivas (Figura 2C, 3A). La intensidad de la
expresion de CCR4 en los leucocitos infiltrantes también aumentd con la progresion maligna. En los tejidos no
neoplasicos esta fue leve; la intensidad fue de moderada a fuerte en CIN y adenocarcinomas, y la intensidad fue
fuerte en SCC invasivo, tumores recurrentes y metastasis en los ganglios linfaticos (Figura 8).

El estroma consiste en diversos tipos de células, y se llevaron a cabo ensayos para determinar cuales de las células
infiltrantes contribuian a la expresion de CCR4. Puesto que los macréfagos y las células Treg expresan CCR4, la
expresion de la proteina CCR4 se examind en estos dos tipos de células y también se contd el nimero de
macrofagos CD68+ y células Treg FoxP3+ en las biopsias de tejido.

Experimento 3 - Los macréfagos positivos para CCR4 vy las células Treg aumentan con la progresién maligna.

El numero de macréfagos CD68+ y Treg FoxP3+ aumentd con la progresion maligna del cuello uterino. Como se
muestra en la Figura 2D-I hubo pocas células CD68 y FoxP3 en las biopsias del cuello uterino normal, pero el
numero aumento en CIN y ambos tipos de células fueron prominentes en los canceres invasivos.

El nimero de células CD68+ y FoxP3+ se contd a continuacion en las biopsias 122 y 33 respectivamente. Como se
muestra en la Figura 3B hubo un aumento significativo (p<0,001) de células CD68+ en las lesiones CIN en
comparacion con el cuello uterino normal. El nimero de células CD68+ en 13 se incrementd adicionalmente en SCC,
adenocarcinoma, canceres recurrentes y metastasis en ganglios linfaticos (p<0,001, y para mets GL P<0,05, en
comparacion con el cuello uterino normal). Se produjo un aumento similar en células FoxP3+ con progresion maligna
mostrando el SCC, los adenocarcinomas y las metastasis en ganglios linfaticos aumentos significativos en el
producto infiltrado de FoxP3+ en comparacion con cuello uterino normal (p<0,01).

Para estudiar el fenotipo de las células que expresan CCR4 infiltrantes, se realizé una evaluacion de la expresion en
la superficie celular de CCR4 por los macréfagos y Treg utilizando tincién inmunohistoquimica doble para CD68 y
FoxP3. Esto confirmd que las células CD68+ y FoxP3+ también expresan la proteina CCR4 (datos no mostrados).
También se tifid un subconjunto de 33 tejidos incluidos en parafina para determinar la proteina del receptor
eliminador A (SR-A) (no neoplasico = 10, CIN = 10, SCC = 10, adenocarcinoma = 3). El SR-A es un marcador de
superficie celular para macréfagos activados alternativamente M2 [12]. EI SR-A no se pudo detectar en las células
del estroma en las lesiones no neoplasicas, pero en CIN y cancer invasivo, una proporcion de las células CD-68+
expresaron SR-A (datos no mostrados).

Estos estudios muestran, en primer lugar, que la progresion maligna del cuello uterino se asocia con un aumento en
el nimero de macréfagos CD68+ y células Treg FoxP3+. Estas células podrian proporcionar los factores de
crecimiento pro-tumorales para las células malignas y también ayudar a crear un microentorno inmunosupresor que
ayudaria a las células transformadas a evadir la vigilancia inmunitaria. En segundo lugar, estos resultados mostraron
que la observacion original de un aumento del ARNm de CCR4 en cancer del cuello uterino maligno en comparacion
con el normal fue debido, al menos en parte, a un aumento del producto infiltrado de leucocitos que expresan CCR4,
incluyendo macréfagos y células Treg.

Sin embargo, el resultado de la microdiseccién por laser mostré que el ARNm de CCR4 también se incremento en
las zonas epiteliales de los tumores, y cuando se evalud la proteina CCR4 en leucocitos infiltrantes, resulté evidente
que el receptor de quimiocinas también estaba presente en algunas células epiteliales (véase la Figura 2B y C). Esto
fue inesperado vy justificd una investigacion adicional.

Experimento 4 - Las células epiteliales en las biopsias del cuello uterino también expresan CCR4

En las biopsias del cuello uterino no neoplasicas, las células epiteliales normales no expresaron CCR4 (Figura 2A).
Sin embargo las células epiteliales en mas de 90 % de los casos de CIN expresaron CCR4 (Figura 2B y 2E). 96 %
de las muestras de SCC tenia células epiteliales positivas para CCR4 (Figura 2C y 2F) y las células epiteliales de 90
% de las muestras de adenocarcinoma fueron positivas para CCR4 (Figura 2G). Las células epiteliales malignas en
todos los tumores recurrentes y metastasis de ganglios linfaticos expresaron la proteina CCR4. Los detalles
completos de los resultados de IHC para la proteina CCR4 sobre las células epiteliales se muestran en la figura 9y
se resumen en la Figura 2D (barras de color negro). La expresién de CCR4 no se limité a una minoria de células
epiteliales. Las Figuras 2E-G y 9 muestran que la mayoria de las células epiteliales malignas en las biopsias del
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cuello uterino de CIN y cancer invasivo eran positivas para CCR4.

Se muestran mas detalles referentes a la puntuacion de IHC para las diferentes fases de CIN en la Figura 2H. Esta
muestra que la expresion de CCR4 epitelial permanecié esencialmente inalterable a través de la progresion de CIN |
a lll, pero que los niveles en estroma de CCR4 aumentaron de CIN | a lll.

Experimento 5 - Analisis estadistico de la expresion de CCR4 durante la progresién del cancer del cuello uterino

El analisis estadistico de los datos de las Figuras 8 y 9 mostro que las lesiones CIN mostraron una regulacion al alza
significativa de proteina CCR4 en los compartimentos tanto epitelial (P = 0,0001) como estromal (P = 0,0001) en
comparacion con los tejidos del cuello uterino no neoplasicos. La expresion de CCR4 en SCC invasivo también se
incremento significativamente en los compartimentos tanto epitelial (P = 0,0001) como estromal (P = 0,0001) en
comparacion con los tejidos no neoplasicos. También en muestras de adenocarcinoma, CCR4 fue regulado al alza
15 en células epiteliales (P = 0,0006) y estromales (P = 0,0050) en comparacién con el tejido del cuello uterino no
neoplasico.

Experimento 6 - Los niveles de ARNm y de proteina de CCL22 cambian con la expresién maligna

En tejidos normales, CCL22 es un producto de los macréfagos, monocitos, células DC, By T [13, 14]. También se
encuentra en tejidos epiteliales; por ejemplo el epitelio intestinal produce constitutivamente CCL22 que puede ser
regulado al alza por citocinas inflamatorias tales como TNF-a [15]. EI ARNm fue aislado de 14 biopsias del cuello
uterino normal, 11 SCC y 4 adenocarcinomas y los niveles de CCL22 evaluados mediante RT-PCR en tiempo real.
Como se muestra en la Figura 4A los niveles de ARNm de CCL22 fueron mas bajos en los tejidos malignos en
comparacion con las biopsias normales, pero esto no fue significativo (P = 0,43). Se evaluaron un total de 52
muestras de tejidos incluidos en parafina del cuello uterino de 50 pacientes diferentes para determinar la proteina
CCL22: no neoplasicos, n = 16; CIN, n = 17; SCC, n = 19. En todas las biopsias del cuello uterino, se detecté CCL22
en las células epiteliales (Figura 4B-D). Catorce de 16 muestras normales, 15/17 CIN, 14/19 SCC tuvieron células
epiteliales positivas para CCL22. Los leucocitos infiltrantes en todas las biopsias contenian CCL22 (Figura 4C, D). La
puntuacion epitelial IHC disminuyd ligeramente entre las lesiones CIN y SCC (Figura 4E barras de color negro). Sin
embargo, la puntuacién estromal para CCL22 aumentd de normal a CIN y SCC (Figura 4E barras de color blanco).

Experimento 7- Los niveles de ARNm y de proteina de CCL17 cambian con la expresion maligna

En los tejidos normales, CCL17 es expresado por células endoteliales vasculares y linfaticas, pero también es
producido por los macrofagos, DC y queratinocitos [16, 17, 55]. Se aisl6 ARNm a partir de 14 biopsias del cuello
uterino normal, 11 SCC y 4 adenocarcinomas y se evaluaron los niveles de CCL17 mediante RT-PCR en tiempo
real. Como se muestra en la Figura 5A los niveles de ARNm de CCL17 fueron mas altos en SCC en comparacion
con cuello uterino normal. Se evaluaron un total de 74 muestras de tejidos del cuello uterino incluidos en parafina de
70 pacientes diferentes para determinar la proteina CCL17: no neoplasico, n = 21; CIN, n = 33; SCC, n = 20. Las
biopsias del cuello uterino normales tenian bajos niveles de CCL17 en una minoria de muestras tanto de epitelio
como de estroma (Figura 5B). Solamente 2/19 muestras normales tenian células positivas para CCL17 en el epitelio
en comparacion con 23/33 muestras de CIN y 13/20 de SCC. El numero de células estromales que eran positivas
para CCL17 se incremento en CIN (Figura 5C) y SCC (Figura 5D) en comparacion con las muestras normales. Seis
de 21 biopsias normales tenian células estromales positivas para CCL17 en comparacion con 25/33 de CIN y 15/20
de SCC. La puntuacion IHC para CCL17 epitelial y estromal se incrementé en CIN y SCC en comparacion con
biopsias normales (Figura 5E). Cuando se analizaron las puntuaciones IHC de biopsias individuales, hubo una
diferencia estadisticamente significativa en la puntuacion IHC de CCL17 en el estroma de CIN (P = 0,001) y SCC (P
= 0,002) en comparacioén con las biopsias normales. Hubo también una diferencia en las puntuaciones IHC en las
zonas epiteliales de CIN (P = 0,001) y SCC (P = 0,009) en comparacioén con las normales. Estos datos muestran que
los gradientes de quimiocinas cambiaron con la transicion de la neoplasia intraepitelial a enfermedad invasiva.

Experimento 8 - CCR4 es funcional en células de cancer del cuello uterino

Para investigar la importancia biolégica de la expresion de CCR4 en células de cancer del cuello uterino se
escrutaron una serie de lineas celulares de cancer del cuello uterino (CaSki, ME180, Hela-Ohio, Hela-S3, Siha,
C33A, C41-1) para determinar la expresion de CCR4. La linea celular C-41 expres6 CCR4 de la superficie celular de
una manera constitutiva (Figura 6A). Utilizando el analisis FACS se demostré que las células C-41 expresaban
CCRA4 en la superficie de la célula. Esta linea celular también tuvo proteina CCL22 intracelular pero el otro ligando
de CCR4 CCL17 no estuvo presente (Figura 6A). Después de la estimulacion con 100 ng/ml de CCL22, la proteina
CCR4 de la superficie celular se internalizé en células C-41 después de 2 horas y volvié de nuevo a la superficie
después de 3 horas (Figura 6B). Después de la estimulacion con 100 ng/ml de CCL17, la proteina CCR4 de la
superficie celular también se internalizé en células C-41 después de 2 horas y volvid de nuevo a la superficie
después de 3 horas (Figura 6C). Las células C-41 mostraron una respuesta quimiotactica en forma de campana
tipica tanto hacia CCL17 como hacia CCL22, en los ensayos de migracion transpocillo (Figura 6D). A 10 ng/ml,
CCL17 indujo una migracion significativa (P = 0,036) y también a 100 ng/ml'y 1000 ng/ml (P = 0,0006 y P = 0,0004,
respectivamente). Se observaron resultados similares con CCL22 a 10 ng/ml (P = 0,0081), 10 ng/ml (p = 0,0009) y a
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1000 ng/ml (P = 0,0348). Las células C-41 mostraron aumento de la proliferacion después de la estimulacién con 10
ng/ml (P = 0,017) o 100 ng/ml (P = 0,044) de CCL17. 1 ng/ml de CCL22; (P = 0,026), 100 ng/ml de CCL22 (P =
0,043), pero no 10 ng/ml de CCL22 (P = 0,195), también estimularon el crecimiento de células C-41 (Figura 5C y D).
CCRA4 fue por lo tanto funcional en esta linea celular de cancer del cuello uterino, lo que sugiere que también puede
ser funcional in vivo.

Experimento 9 - CCR4 se expresa en células epiteliales y estromales durante la progresion maligna del eséfago

No se sabia si la expresion de CCR4 y los cambios en el ligando de quimiocina eran especificos del cancer del
cuello uterino o si se observaron en algunos otros tumores malignos epiteliales que tuvieran un vinculo con la
inflamacion. El cancer de eséfago es un cancer epitelial en el que los ejemplos de todas las fases de la progresion
neoplasica se pueden obtener facilmente, a menudo de forma simultanea a partir del mismo paciente. La expresion
de CCR4 fue examinada en 31 muestras de pacientes con cancer de eséfago. En 27 de los casos, todas las fases
de la carcinogénesis del esofago: normal, hiperplasia, displasia, carcinoma in situ y cancer invasivo, estaban
presentes en las biopsias del mismo paciente. Cuatro de los 31 casos tenian lesiones pre-invasivas, sin zonas de
cancer invasivo. Como se muestra en la Figura 7A, no hubo expresion de CCR4 detectable en células epiteliales
normales de esofago, aparte de unas pocas células positivas para CCR4 alrededor de la capa basal del epitelio
hiperplasico (Figura 7B). En 30 de 31 casos la proteina CCR4 estuvo presente en las células epiteliales en todas las
fases de las lesiones pre-invasivas (Figura 7C, D), en las que la intensidad y el porcentaje de células que expresan
CCRA4 en lesiones displasicas fue mucho mayor que en las células epiteliales hiperplasicas. Las células epiteliales
en el cancer invasivo fueron también positivas para CCR4 (Figura 7H). En algunos lugares, hubo una transicion
abrupta entre la mucosa normal y anormal (Fig. 7C, D). Resulta mas interesante que hubo altos niveles de expresion
de CCR4 en las células displasicas, pero las células en las capas superficiales, y la mucosa normal adyacente
fueron negativas. Las células positivas para CCR4 también estuvieron presentes en el estroma, siendo el patrén el
mismo que en el cancer del cuello uterino. Como se muestra en la Figura 7E, hubo pocas células positivas para
CCR4 en la submucosa normal; con la progresion maligna, hubo mas células positivas para CCR4 que se infiltraban
en el estroma (Figura 7F-H).

Experimento 10 - CCL17 y CCL22 en biopsias esofagicas

Se utilizé IHC para evaluar la expresion de CCL17 y CCL22 en 23 de las muestras de eséfago en las que estaban
presentes todas las etapas de la carcinogénesis en cada muestra. CCL17 estuvo generalmente ausente tanto en las
zonas epiteliales como estromales de los tejidos normales, aunque hubo unas pocas células positivas para CCL17
en el estroma y una minoria de areas hiperplasicas. El numero de muestras que contintian siendo células epiteliales
o estromales positivas para CCL17 aumentoé en la displasia y fue mas alto en zonas invasivas mostrando 10/23 de
estas alguna positividad para CCL17. De particular interés fue la fuerte inmunorreactividad de CCL17 en las células
endoteliales o los vasos sanguineos/linfaticos en la submucosa del epitelio displasico pero no normal.

De manera similar a lo observado en el cancer del cuello uterino, los niveles de positividad estromal para CCL22
también aumentaron con la progresién maligna. Solo 1/23 muestras mostraron células positivas para CCL22 en el
estroma de las zonas normales, pero en las zonas displasicas y las zonas invasivas 20/23 y 18/23 muestras
contenian respectivamente células positivas para CCL22 en el estroma. La positividad para CCL22 de las células del
estroma aumento con el grado de displasia. Ocho de 23 muestras de displasia | tenian células positivas para CCL22
en el estroma, lo que aumentd a 19 de 23 muestras de displasia Il y 20/23 muestras de displasia Ill. Hubo una
diferencia entre el epitelio del cuello uterino y de esdfago ya que CCL22 no se detectd en el epitelio normal aunque
se ha informado de que esta presente en el epitelio intestinal normal [15]. La expresién de CCL22 epitelial aumentd
con la progresién maligna del eséfago; 0/23 muestras fueron positivas en las zonas normales, 2/23 hiperplasias, 7/23
displasias y 14/23 zonas invasivas tenian células epiteliales positivas para CCL22. Finalmente, mas células
endoteliales de los vasos sanguineos dentro del estroma de los tejidos de cancer invasivos fueron positivas para la
tincion de CCL22 en comparacion con el epitelio normal y displasico.

Experimento 11 - Resultados de un escrutinio para determinar la expresion de CCR4 en una gama mas amplia de
tumores

Se utilizé una biblioteca de ADNc tumoral (Cancer Research UK) que contenia los ADNc generados a partir de ARN
aislado de 5-10 muestras de tumor y 2-5 muestras normales para 11 tipos de tumores diferentes: pulmén, colon,
vejiga, estbmago, pancreas, piel, mama, cerebro, eséfago, ovario y préstata. Los niveles de expresion de ARNm de
CCR4 se midieron utilizando RT-PCR cuantitativa en tiempo real.

Los niveles de ARNm de CCR4 fueron significativamente elevados en los canceres del cuello uterino, eséfago, rifion,
cerebro, mama y ovario.

Experimento 12 - Analisis de la expresién de CCR4 en lineas celulares de cancer del cuello uterino y renales

La Figura 11 muestra los resultados del analisis de Clasificacion Celular Activada por Fluorescencia (FACS) de
lineas celulares del cuello uterino (C41, C33A) y de cancer renal utilizando un anticuerpo anti-CCR4 para detectar la
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expresion de CCR4. Todas las lineas celulares expresaron CCR4. Las lineas discontinuas en la Figura 11 muestran
los datos para un anticuerpo de control de isotipo coincidente.

Experimento 13 - Efectos de citocinas comunes sobre la expresion de CCR4 por las células tumorales

Las citocinas mas comunes presentes en un tumor son IL-10, TGF-, FGF, TNF-a. La linea celular de cancer del
cuello uterino C41 se estimulé en cultivo con diferentes citocinas (IL-10, TNF-a, TGF-B, FGF; 20 ng/ml) durante 24 h.
A continuacion se determind la expresion de CCR4 por medio de analisis FACS. Como se muestra en la Figura 12,
CCR4 fue regulado al alza en términos de porcentaje de células positivas después de la estimulacion con IL-10,
TGF-B y FGF (linea de color azul) en comparacion con las células no estimuladas (linea de color negro). La linea
discontinua muestra los datos de un control de isotipo. La linea en negrita muestra la expresion de CCR4 después
de la estimulacioén. Los resultados indican que el microentorno del tumor puede inducir la expresiéon de CCR4 en las
células tumorales.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para predecir si un tumor soélido o no hematolégico que expresa receptor de quimiocinas CCR4 sera
susceptible a un tratamiento anticanceroso, que comprende la etapa de medir la cantidad y/o la actividad del ligando
de CCR4 CCL17 en una muestra de dicho tumor tomada del paciente, comparar la cantidad y/o actividad de CCL17
en dicha muestra tumoral con una cantidad y/o nivel de referencia de la actividad de CCL17 medido en, o
predeterminado de, una o mas muestras no tumorales y predecir si dicho tumor sera susceptible a un tratamiento
anticanceroso, en el que una cantidad y/o actividad aumentada de CCL17 en comparaciéon con la cantidad y/o
actividad de referencia es indicativa de un tumor que sera susceptible de un tratamiento anticanceroso, y en el que
dicho tumor se selecciona de cancer del cuello uterino, esofagico, bronquial, nasofaringeo, laringeo, cutaneo,
cerebral, pancreatico, de cuello, de rifion, hepatico, de mama, de vejiga, de estdbmago, ovarico, de célula germinal y
de préstata.

2. Un método para identificar un cancer maligno en un paciente, que comprende la etapa de medir la cantidad y/o
actividad del ligando de CCR4 CCL17 en una muestra de un tumor tomado del paciente, comparar la cantidad y/o
actividad de CCL17 en dicha muestra tumoral con una cantidad y/o nivel de actividad de referencia de CCL17
medido en, o predeterminado de, una o mas muestras no tumorales y realizar un diagndstico, en el que una cantidad
y/o actividad aumentada de CCL17 en comparacién con la cantidad y/o actividad de referencia es indicativa de
cancer maligno, y en el que dicho tumor expresa receptor de quimiocinas CCR4 y se selecciona de cancer del cuello
uterino, esofagico, bronquial, nasofaringeo, laringeo, cutaneo, cerebral, pancreatico, de cuello, de rifidn, hepatico, de
mama, de vejiga, de estdmago, ovarico, de célula germinal y de prostata.

3. Un método de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en el que la, o al menos una, muestra no tumoral se toma del
paciente, o en el que las una o mas muestras no tumorales se toman de un paciente diferente.

4. Un método para determinar si un tumor sélido o no hematologico que expresa CCR4 ha respondido a un
tratamiento anticanceroso, en el que el paciente ha recibido un tratamiento anticanceroso y las mediciones de la
cantidad y/o actividad de CCL17 se realizan antes y después del inicio del tratamiento y la informacién obtenida se
utiliza para determinar si el tumor solido o el tumor celular no hematolégico del paciente ha respondido al tratamiento
contra el cancer y en el que dicho tumor se selecciona de cancer del cuello uterino, esofagico, bronquial,
nasofaringeo, laringeo, cutaneo, cerebral, pancreatico, de cuello, de rifién, hepatico, de mama, de vejiga, de
estdomago, ovarico, de célula germinal y de préstata.

5. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 o 4, en el que el tratamiento anticanceroso
comprende un agente que modula o inhibe la expresion o actividad de CCR4.

6. Un método de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que el agente que modula o inhibe la expresién o actividad de
CCR4 es:

(i) un anticuerpo que se une con CCR4; opcionalmente un anticuerpo anti CCR4 como se desvela en cualquiera
de los documentos WO0041724, WO0164754, WO05035582, WO03018635, WO05053741, WO0042074; o

(i) un anticuerpo que se une con los ligandos de CCR4 CCL22 o CCL17; opcionalmente anticuerpos anti CCL17
o anti CCL22 como se desvela en el documento W099/15666, o Ishida, T., et al (2004) Clin Cancer Res 10:7529-
7539; 0

(iii) un antagonista de CCR4; opcionalmente un antagonista de CCR4 como se desvela en cualquiera de los
documentos WO004007472, WO05023771, WO002094264, WO0230358, WO0230357, WO051236976,
WO005085212, WO05082865, WO04108717, EP1633729, WO03014153.

7. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que dicha cantidad de CCL17 se
mide usando un anticuerpo reactivo contra CCL17.

8. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en el que la cantidad y/o actividad de
CCL22 también se determina en una muestra de dicho tumor.

9. Un método de acuerdo con la reivindicacién 8, en el que dicha cantidad de CCL22 se mide usando un anticuerpo
reactivo contra CCL22.

24



ES 2612690 T3

RIOEXD
SHIXO
7. 10) $
12-16) to]
ZHIXD
LHOXD
8YID
LH0
S22
20
€423

q 422
BZHOD
Q/EZHID

30
EERE:

Figura 1

120,
1004

euisoiwnb ap
10)danai [ap uoisaidxa e| esed
seapisod sensanw ap 9%

<

SCC

12341234667 881011

Ad,

Nomal

12345678 91011121314

Células estromales

=T

Células epiteliales

T
©
- =

107 7]

L]
L
=]
-

10°
108
104

S8[eWIoU SeN|as uod ugioeledwod ua

PHOD 9p WNNY 9p ugisaidxa ef 3p
ojuawaiaul [@ us peplandynpy

o

25



ES 2612690 T3

Figura 2

e

IL

" ?'?u:-
ol ::_'-&ﬁ.xd

L

26



ES 2612690 T3

Figura 3

104 ® Células epiteliales
3 O Células estromales
2 B
]
=]
= B
=
=
g 4
3
&

u- L

Hormal CIN Recurrente mets GL  Adenocar

h
[=]
1

i
o
L

g

Puntuacion IHC CDG6E+ (15 HPF)
= =
= i

sl

" Adenoca Recurrente mets GL

a

%

=

Normal

]
g

=y
&

Puntuacion FoxP3+IHC (15 HPF)
=N
=3

Mormal CIN sCC Adenoca. Recurrente mets GL

10+ E Células epiteliales
BCdulas estromales

Puntuacion IHC CCR4

CIM | CIN Ut CiIN 0

27



ES 2612690 T3

N

=
o
T
-
-m
L.
- o
eeles o8 0
L & ] n
I
a @ .I_. %_I. Im
. @2 =
T T )
[L] - ==
2 2 2

S8k JHYY UDd .._.m._uﬂhm.n_.._._ﬂu

ua gz 100 ap WHHY ap uoisaidia
2] U2 DUAWa Ul peprapdignpyg <

= Epitelio
! Estroma
sSCC

CIM

MNormal

¥ L] T T T
.ﬂ.nu.ﬁ..ﬂ.?.ﬂ-
.-I

BIP3W £2710D0 DHI Uoenjung

28



ES 2612690 T3
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