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DESCRIPCION
Diagnéstico y tratamiento de la enfermedad inflamatoria del intestino y del sindrome del intestino irritable
Campo de la invencion

Las diversas realizaciones de la presente invencion se refieren a productos y métodos para el tratamiento de
afecciones inflamatorias, tales como enfermedad inflamatoria del intestino, incluyendo enfermedad de Crohn (EC) y
colitis ulcerosa (CU). También se describen diagnosticos complementarios.

Antecedentes de la invencion

La colitis ulcerosa fulminante es un empeoramiento de la colitis ulcerosa caracterizado por un alto recuento de
glébulos blancos y dolor abdominal grave. En la actualidad, los pacientes con colitis ulcerosa fulminante se tratan
con altas dosis de esteroides. En estudios de fase lll se ha investigado el tratamiento con anti TNFa. Ambos
farmacos son inhibidores generales de la inflamacion. Son eficaces en aproximadamente el 50 % de los casos, pero
tienen efectos adversos graves. Incluso si se trata con éxito la colitis ulcerosa fulminante tiene una tendencia a
reaparecer.

En pacientes con colitis ulcerosa fulminante que no responden al tratamiento médico es obligatoria la intervencion
quirdrgica inmediata. La colitis ulcerosa siempre esta restringida al intestino grueso (colon). Como una ultima medida
el colon se reseca, y se construye un ileostoma externo. Después de un periodo de recuperacion de al menos 6
meses y en ocasiones de tratamiento médico adicional de inflamaciéon del mufidn rectal se realizara anastomosis
ileorrectal o cirugia reconstructiva con una bolsa pélvica en la mayoria de los pacientes para restaurar la continuidad
intestinal. Ambos procedimientos implican heces sueltas aproximadamente seis veces al dia y perturbaciones en los
equilibrios de agua y minerales. También puede haber episodios fulminantes en enfermedad de Crohn (colitis de
Crohn fulminante), que también son afecciones graves que necesitan intervencion médica y/o quirdrgica inmediata.

Aunque la inflamacién puede localizarse en cualquier parte del tracto gastrointestinal en pacientes con enfermedad
de Crohn, habitualmente se restringe a la parte mas distante del intestino delgado y la primera parte del intestino
grueso (region ileocecal). El tratamiento médico no puede curar la enfermedad, aunque farmacos antiinflamatorios
tales como esteroides y azatioprina alivian los sintomas. La cirugia con reseccion de segmentos intestinales
estendticos y con fistula esta indicada en aproximadamente el 50 % de los pacientes; la mitad de ellos tendran
reapariciones y necesitaran cirugia adicional. Un método que puede desactivar especificamente la inflamacién en Ell
y evitar la reaparicion de enfermedad en el paciente individual es por lo tanto altamente necesario.

La aféresis es un tratamiento usado para agotamiento de componentes sanguineos, tales como anticuerpos,
lipoproteinas de baja densidad (LDL) y células sanguineas. La leucoféresis es el tratamiento con aféresis usado para
la retirada de glébulos blancos, leucocitos. El paciente se conecta a un sistema circulatorio sanguineo extracorpéreo;
la sangre se extrae de una vena en un brazo, se pasa a través de un dispositivo de columna y se devuelve al otro
brazo del paciente. EI documento W02010/029317 describe columnas de aféresis Utiles para tratar afecciones
inflamatorias que incluyen una quimiocina inmovilizada en un soporte sélido.

Autschbach, F et al., Cellular Immunology, 2005, 236, pag. 110-114, se refiere a las quimiocinas como mediadores
importantes implicados en el reclutamiento de leucocitos en los tejidos linfoides y en los sitios de inflamacion,
identificando anticuerpos monoclonales adecuados para inmunohistoquimica, por el andlisis de un panel de nuevos
reactivos proporcionados por la secciéon de receptores de citocinas/quimiocinas del 8° taller de HLDA, sobre cortes
de criostato de intestino, amigdala e higado humanos normales. Ademas, se analizaron los tejidos intestinales
inflamados de individuos con enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa. Los resultados revelan una expresién regulada
al alza de receptores de quimiocinas como CCR6, CCR7, CCR9, CXCR1 y CXCR3 en el intestino inflamado.

Matthew, J. W., et al., J. Pharmacol. Experimental Ther., 2010, 335(1), pag. 61-69, se refiere al descubrimiento de
una molécula pequefa, CCX282-B, que es un antagonista potente, selectivo y biodisponible por via oral del CCR9
humano. CCX282-B inhibi6 la movilizacion de Ca(2+) mediada por CCR9 y la quimiotaxis en células Molt-4 con
valores de CI(50) de 5,4 y 3,4 nM, respectivamente. En presencia de suero humano al 100 %, CCX282-B inhibio la
quimiotaxis mediada por CCR9 con un CI(50) de 33 nM, y la adicién de glucoproteina acida a1 no afecté su
potencia. CCX282-B inhibié la quimiotaxis de células primarias que expresan CCR9 hacia CCL25 con un CI(50) de
6,8 nM. CCX282-B fue un inhibidor equipotente de la quimiotaxis dirigida por CCL25 de ambas formas de corte y
empalme de CCR9 (CCR9A y CCR9B), con valores de CI(50) de 2,8 y 2,6 nM, respectivamente. CCX282-B también
inhibio la quimiotaxis mediada por CCR9 de ratén y rata. La inhibicion de CCR9 con CCX282-B da como resultado la
normalizacion de la enfermedad de Crohn, como la histopatologia asociada con los ratones TNF (AARE).

Sumario de la invenciéon

Las quimiocinas son una clase de moléculas de citocinas implicadas en el reclutamiento y la activacion celulares en
inflamacion. Las quimiocinas provocan quimiotaxis y activacion de diversas poblaciones de células en el sistema
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inmunitario. La actividad de las quimiocinas esta mediada principalmente a través de la uniéon estrecha con sus
receptores en la superficie de leucocitos. En ciertas realizaciones la presente invencion se basa en la comprensién
de que la interaccion entre quimiocinas (especificas) y células (especificas) que expresan sus receptores puede
aprovecharse para el tratamiento de enfermedad inflamatoria del intestino, incluyendo enfermedad de Crohn (EC) y
colitis ulcerosa (CU). Los inventores han determinado que la direccion a reclutamiento aumentado de células que
expresan receptores de quimiocinas especificos al sitio de inflamacién presenta un nuevo enfoque terapéutico para
tratar dichas afecciones. Ademas, en dichas afecciones, puede aumentarse la expresion de receptores de
quimiocinas en cada célula proporcionando de nuevo un enfoque terapéutico para tratar dichas afecciones.

Los inventores también han determinado que la frecuencia de monocitos CD14+HLA-DRhi en circulacién fue
significativamente mayor en pacientes con Ell con enfermedad de moderada a grave en comparacion con controles
sanos. Ademas, la presencia de estos monocitos se correlaciond significativamente con la actividad de enfermedad
en pacientes con colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn. Esto proporciona una diana adicional para el tratamiento
de EIll que puede utilizarse en combinacién con direccion a células que expresan receptores de quimiocinas. Esta
poblacién de monocitos expresa altos niveles de CCR7 y CCRO.

Por lo tanto, la presente invencién se refiere a un reactivo de unién capaz de unirse especificamente a un marcador
de monocitos CD14*HLA-DR" seleccionado de CCRY, para uso en el tratamiento de la enfermedad inflamatoria del
intestino, en el que el reactivo de union se inmoviliza en un soporte sélido contenido dentro de una columna de
aféresis, a la que se aplica sangre periférica de un paciente retirando de este modo monocitos CD14*HLA-DR" de la
sangre periférica del paciente o sujeto, y en el que el reactivo de unién es un anticuerpo.

Ademas, la presente invencion también se refiere a un método para diagnosticar, supervisar la progresion de o
supervisar el tratamiento de la enfermedad inflamatoria del intestino, que comprende determinar los niveles de
monocitos que expresan CCR9 en una muestra obtenida de un sujeto, en el que altos niveles de monocitos que
expresan CCR9 o niveles aumentados de monocitos que expresan CCR9 en comparacién con los niveles de
monocitos que expresan CCR9 en un sujeto sano, indican la presencia o la progresion de la enfermedad inflamatoria
del intestino y en el que se ha tratado al sujeto utilizando un agente de unién de acuerdo con la invencion.

Como se muestra en el presente documento, pueden inmovilizarse reactivos de uniéon adecuados en un soporte
solido, bien directa o bien indirectamente, para generar una columna de aféresis adecuada para capturar células que
expresan receptores relevantes. Cuando se observan niveles aumentados de expresion del receptor, dichas células
pueden preferentemente retirarse de la sangre periférica usando las columnas de las diversas realizaciones de la
invencion. Por lo tanto, los métodos de diversas realizaciones de la invencién se dirigen a células CD14*HLA-DR"
como se define en el presente documento para retirada de la sangre periférica. La expresion “alta” puede
determinarse de acuerdo con técnicas de citometria de flujo convencionales, como se analiza en mas detalle en el
presente documento. Un ejemplo se muestra en la Figura 1 y la Figura 16 del presente documento de una estrategia
de activacion. HLA-DR es un receptor de superficie celular del MHC de clase |l codificado por el complejo de
antigenos de leucocitos humanos en el cromosoma 6, region 6p21.31.

Los inventores también han descubierto sorprendentemente que los pacientes con Sindrome del Intestino Irritable
(SII), o sujeto que padece SlI, presentan una frecuencia (o un nivel) aumentado de células que expresan receptores
de quimiocinas, en particular monocitos, mas especificamente monocitos que expresan CCR9. Por lo tanto, los
pacientes con Sll pueden presentar inflamacién que es comparable a la mostrada por pacientes que padecen Ell
(los niveles de expresion de CCR9 pueden ser similares a los hallados en CU y EC como se analiza en el presente
documento). El sindrome del intestino irritable (SlIl) es una afeccién caracterizada por dolor abdominal crénico,
incomodidad, hinchazén y alteracion de los habitos intestinales. Se diagnostica en la actualidad basandose
solamente en los sintomas. En consecuencia, la identificacion de un componente proinflamatorio proporciona
nuevas vias de tratamiento y diagndstico para esta afeccion debilitante. En particular, se muestra en el presente
documento que las células que expresan CCR9 aumentadas en pacientes con Sl pueden agotarse usando un
enfoque de leucoféresis y/o una terapia de reduccién de monocitos.

Por lo tanto, en determinadas realizaciones la invencién sirve para reducir el reclutamiento de leucocitos
inflamatorios, que expresan receptores caracteristicos, incluyendo receptores de quimiocinas, y posiblemente
expresan receptores caracteristicos, en particular receptores de quimiocinas a niveles aumentados, a sitios de
inflamacion ligados a Sll. Esto se consigue usando reactivos de unidn especificos para capturar leucocitos
inflamatorios que expresan receptor especifico del paciente. En consecuencia, la divulgacion permite un método
para tratar el Sll que comprende aplicar sangre periférica de un paciente a una columna de aféresis cargada con un
soporte soélido que comprende uno o mas reactivos de uniéon capaces de unirse especificamente con células que
expresan receptores de quimiocinas, en particular células que expresan CCR9 inmovilizadas directa o
indirectamente en el soporte retirando de este modo las células que expresan receptores de quimiocinas de la
sangre periférica del paciente. La sangre periférica de la que se han retirado las células que expresan receptores de
quimiocinas puede devolverse al paciente para completar el tratamiento. En ciertas realizaciones la invencién puede
por lo tanto basarse en un circuito extracorpéreo continuo en algunas realizaciones. Como alternativa, en ciertas
realizaciones la invencién puede comprender etapas para obtener sangre periférica del paciente, aplicar la sangre
periférica a la columna y posteriormente devolver la sangre periférica de la que se han retirado las células que
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expresan receptores de quimiocinas al paciente.

Como se muestra en el presente documento, pueden inmovilizarse reactivos de uniéon adecuados en un soporte
solido, bien directa o bien indirectamente, para generar una columna de aféresis adecuada para capturar células que
expresan receptores relevantes. Cuando se observan niveles aumentados de expresion de receptores, dichas
células pueden retirarse preferentemente de la sangre periférica usando las columnas de las diversas realizaciones
de la divulgacion. Por lo tanto, los métodos de diversas realizaciones de la invencién preferentemente se dirigen a
células que expresan “CCR9hi” como se define en el presente documento para retirada de la sangre periférica. La
expresion “alta” puede determinarse de acuerdo con técnicas de citometria de flujo convencionales, como se analiza
en mas detalle en el presente documento. Se muestra un ejemplo en la Figura 1 y la Figura 16 del presente
documento de una estrategia de activacion.

En otras realizaciones, la invencién proporciona ademas un reactivo de unién capaz de unirse especificamente con
un marcador de monocitos CD14*HLA-DR" seleccionado de CCR9, para su uso en el tratamiento de la enfermedad
inflamatoria del intestino, incluida la enfermedad de Crohn (EC) y la colitis ulcerosa (CU), en el que el reactivo de
unién se inmoviliza, directa o indirectamente, sobre un soporte sélido contenido dentro de una columna de aféresis,
a la que se aplica sangre periférica de un paciente, retirando asi los monocitos CD14*HLA-DR" de la sangre
periférica del paciente. En determinadas realizaciones, la invenciéon también proporciona el uso de un reactivo de
union capaz de unirse especificamente a un marcador de monocitos CD14*HLA-DR" seleccionados de CCR9, para
uso en la fabricaciéon de una columna de aféresis para el tratamiento de enfermedad inflamatoria del intestino,
incluyendo enfermedad de Crohn (EC) y colitis ulcerosa (CU), en el que €l o los reactivos de unién se inmovilizan en
un soporte solido contenido dentro de una columna de aféresis, a la que se aplica sangre periférica de un paciente
retirando de este modo monocitos CD14*HLA-DR" de la sangre periférica del paciente.

En determinadas partes, la divulgacion permite el tratamiento de la enfermedad inflamatoria intestinal, incluida la
enfermedad de Crohn (EC) y la colitis ulcerosa (CU). Por tratamiento se entiende una reduccién de las células que
expresan receptores especificos, incluyendo receptores de quimiocinas, en la sangre periférica del paciente. La
reduccion puede comprender una reduccion de células que expresan receptores, incluyendo receptores de
quimiocinas, en particular CCR9, a niveles aumentados en pacientes enfermos. El paciente es normalmente un
paciente humano pero el término paciente puede incluir sujetos animales tanto humanos como no humanos en
algunas realizaciones.

En ofras partes, la divulgacion se dirige al tratamiento de Sll. Por tratamiento se entiende una reduccion de las
células que expresan receptores especificos, incluyendo receptores de quimiocinas, en la sangre periférica del
paciente. La reduccién comprende una reduccién de células que expresan receptores, es decir, el receptor CCR9, a
niveles aumentados en pacientes enfermos. El paciente es normalmente un paciente humano, pero el término
paciente puede incluir sujetos animales tanto humanos como no humanos en algunas realizaciones. En el contexto
de las diversas realizaciones de la presente invencién, esto implica normalmente una reduccion en células de las
células que expresan CCR9, células que expresan CCR9", en la sangre periférica del paciente. Las células que
expresan CCR9 comprenden, consisten esencialmente en o consisten en monocitos, en particular monocitos
CD14*HLA-DR" en ciertas realizaciones. Este tipo celular puede caracterizarse de acuerdo con las técnicas
desveladas en el presente documento (por ejemplo, usando citometria de flujo).

Se producen monocitos por la médula ésea a partir de precursores de células madre hematopoyéticas denominados
monoblastos. Los monocitos pueden diferenciarse en macréfagos o células dendriticas. Los monocitos y su
descendencia de macréfagos y células dendriticas cumplen varias funciones en el sistema inmunitario incluyendo
fagocitosis, presentacion de antigenos y produccidon de citocinas. Los monocitos pueden caracterizarse con
referencia a la expresion del marcador de superficie celular CD14, opcionalmente junto con CD16. Los monocitos
clasicos pueden caracterizarse por alto nivel de expresion del receptor de superficie celular CD14 (monocito
CD14++CD16-). Los monocitos no clasicos pueden caracterizarse por bajo nivel de expresion de CD14 y con
coexpresion adicional del receptor de CD16 (monocito CD14+CD16++). Los monocitos intermedios pueden
caracterizarse por alto nivel de expresion de CD14 y bajo nivel de expresion de CD16 (monocitos CD14++CD16+).
Los macréfagos derivan de monocitos y son responsables de la proteccion de tejidos de sustancias ajenas. Son
células que poseen un nucleo grande y liso, una gran area de citoplasma y vesiculas internas para procesamiento
de material ajeno. El término “macréfago” puede referirse a una célula derivada de monocito que expresa uno o mas
de los siguientes marcadores de superficie celular CD14, CD11b, Lisozima M, MAC-1/MAC-3 y CD68. El término
macrofago incluye macréfagos tanto activados como inactivados. Los macréfagos activados pueden caracterizarse
por la expresion de CD69, ENG, FCER2 e IL2RA, HLA-DR, CD86. Los macréfagos inactivados aun no han recibido
sefiales activadoras mediante por ejemplo receptores TLR y por lo tanto expresan menos marcadores de activacion
en la superficie celular lo que se correlaciona con menor maduracién. Los macrofagos M1 pueden caracterizarse por
expresion de uno o mas de CD16*CD32*CD64* y secretan principalmente IL-23 e IL-1, TNF, IL-6 y altos niveles de
IL-12 y ademas moléculas efectoras tales como iINOS y ROI. Los macrofagos M1 tienen caracteristicas citotoxicas a
diferencia de macrofagos M2. Los macrofagos M2 pueden caracterizarse por expresion de uno o mas de
SRA/B*CD163*MR*CD14* y expresan TGFB, IL-10 e IL-1 Ra. Los macrofagos asociados a tumores (TAM)
comparten muchas caracteristicas con los macroéfagos M2 y se consideran macrofagos M2 polarizados. El
paradigma M1/M2 también puede encontrarse en subconjuntos de monocitos en los que los monocitos CD14*CD16"
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CXC3R1ba° se consideran el subconjunto “inflamatorio” y los CD14°3°CD16*CXC3R 12" son monocitos “residentes”.

CCRO9 expresado en estas células anteriormente mencionadas se unen con quimiocinas tales como CCL25. CCR9
es el simbolo génico aprobado por el Comité de Nomenclatura de Genes HUGO para receptor de quimiocina (motivo
C-C) 9. El ID de HGNC para este gen es 1610. El gen se localiza en la posicion cromosomica 3p22. El simbolo y
nombre previos para el gen es GPR28. Los sindnimos para este gen incluyen CDw199, GPR-9-6. La secuencia de
referencia de Genbank para CCR9 es AJ132337.1 como esta disponible el 13 de junio de 2011.

El tratamiento de Ell de acuerdo con las diversas divulgaciones puede dar como resultado el alivio o la mejora de
sintomas, prevencion de la progresion, regresion de la afeccion o la recuperacion completa. Los parametros
medibles de tratamiento exitoso incluyen uno o mas, hasta todos, de puntuacion de Mayo mejorada o UCDAI (para
CU) o mejora en el indice de CDAI (EC). En realizaciones especificas, un Unico tratamiento es suficiente para
provocar un agotamiento de aproximadamente 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 % o 70 %, o mas hasta 80 %,
90 %, 95 % o mas, o cualquier intervalo de valores entre e incluyendo estas cantidades, de células que expresan un
receptor especifico, incluyendo CCR9, en particular monocitos CD14+HLA-DRhi de la sangre periférica del paciente.
En partes especificas de la divulgacion, se consigue al menos aproximadamente 50 % de agotamiento en un Unico
tratamiento. Por lo tanto, el tratamiento exitoso puede definirse con referencia al agotamiento de monocitos
CD14+HLA-DR". El tratamiento puede conducir al agotamiento de entre aproximadamente 100 y 500 millones de
monocitos CD14+HLA-DR".

El tratamiento de SII de acuerdo con la divulgacion puede dar como resultado alivio o mejora de sintomas,
prevencion de la progresion, regresion de la afeccion o recuperacion completa. En realizaciones especificas, un
Unico tratamiento es suficiente para provocar un agotamiento de aproximadamente 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %,
60 % o 70 %, o mayor hasta 80 %, 90 %, 95 % o mas, o cualquier intervalo de valores entre e incluyendo estas
cantidades, de células que expresan CCR9, en particular monocitos que expresan CCR9 de la sangre periférica del
paciente. En partes especificas de la divulgacion, se consigue al menos aproximadamente 50 % de agotamiento en
un unico tratamiento. Por lo tanto, el tratamiento exitoso puede definirse en referencia al agotamiento de células que
expresan CCR9, en particular monocitos que expresan CCR9, tales como monocitos CD14+HLA-DR". El tratamiento
puede conducir al agotamiento de entre aproximadamente 100 y 500 millones de células que expresan CCR9, en
particular monocitos que expresan CCR9, tales como monocitos CD14+HLA-DR", en ciertas realizaciones y mas
particularmente hasta aproximadamente 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 o 500 millones de células que
expresan CCRO.

Uniéndose con la columna mediante la interaccion de reactivo de unidn-receptor, incluyendo receptor de
quimiocinas, se inmovilizan células que expresan receptores, incluyendo receptores de quimiocinas. Estas células
inmovilizadas expresan receptores de quimiocinas desocupados adicionales, que pueden ser del mismo tipo o de un
tipo diferente a los usados para captura. Estos receptores de quimiocinas adicionales pueden permitir que las
quimiocinas en circulacion que contribuyen a la afeccion inflamatoria se capturen de la sangre periférica. Por lo
tanto, una reduccioén en los niveles de quimiocinas en circulacion (especificas) puede proporcionar una medida del
tratamiento exitoso. Por “union especifica” se entiende que el reactivo de unién presenta suficiente especificidad de
union y afinidad/cinética de union apropiadas para permitir la retirada de células que expresan CCRY, y
especificamente CCR9 en el caso de Sl en particular monocitos CD14+HLA-DR" de la sangre periférica.

Se prevé especificamente que puedan emplearse combinaciones de reactivos de unién para agotar niveles de
monocitos CD14*HLA-DR" o monocitos que expresan CCR9 de sangre periférica.

Los anticuerpos contra el receptor de quimiocina relevante generalmente se consideran antagonistas, como
apreciaria un experto en la materia. Los reactivos de union especificos incluyen anticuerpos.

En el contexto de la divulgacion, el término quimiocina también comprende quimiocinas biotiniladas o marcadas de
otro modo. El término “quimiocina” también comprende versiones modificadas y truncadas de la quimiocina y
fragmentos de quimiocina a condicién de que la forma modificada o truncada conserve su capacidad para unirse con
su receptor afin (y por lo tanto permanece funcional en el contexto de las diversas realizaciones de la invencion). No
es necesario que la quimiocina conserve actividad biolégica ya que lo que se requiere es afinidad de unién
especifica para CCR9 y/o CCR7. En ciertas realizaciones, la quimiocina carece de actividad bioldgica, por ejemplo,
con respecto a activacion del receptor (CCR9 y/o CCR7). CCL25 es el simbolo génico aprobado por el Comité de
Nomenclatura Génica HUGO para el ligando de quimiocina (motivo C-C) 25. El ID de HGNC para este gen es
10624. El gen se localiza en la posicion cromosémica 19p13.2. El simbolo y nombre previos para el gen es SCYA25,
“subfamilia de citocinas inducibles pequefias A (Cys-Cys), miembro 25”. Los sinénimos para este gen incluyen “Ck
beta-15", Ckb15, TECK, “TECKvar”, “quimiocina expresada en timo”. La secuencia de referencia de Genbank para
CCL25 es U86358.1 disponible el 13 de junio de 2011.

CCL21 es el simbolo génico aprobado por el Comité de Nomenclatura Génica HUGO para el ligando de quimiocina
(motivo C-C) 21. EI ID de HGNC para este gen es 10620. El gen esta localizado en la posicion cromosémica 9p13.
El simbolo y nombre previos para el gen es SCYA21, “subfamilia de citocinas inducibles pequefias A (Cys-Cys),
miembro 21”. Los sinénimos para este gen incluyen 6Ckina, “beta quimiocina exodus-2”, CKb9, ECL,
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“Quimioatrayente Eficaz para Linfocitos”, exodus-2, “quimiocina tisular linfoide secundaria’, SLC, TCA4. La
secuencia de referencia de Genbank para CCL21 es AB002409.1 disponible el 13 de junio de 2011.

CCL19 es el simbolo génico aprobado por el Comité de Nomenclatura Génica HUGO para el ligando de quimiocina
(motivo C-C) 19, también conocido como MIP-3b. El ID de HGNC para este gen es 10617. El gen esta localizado en
la posicion cromosdmica 9p13. El simbolo y nombre previos para el gen es SCYA19, “subfamilia de citocinas
inducibles pequefias A (Cys-Cys), miembro 19”. Los sinénimos para este gen incluyen “quimiocina beta exodus-3”,
“ligando de quimiocina CC 19", “CK beta-11", CKb11, “quimiocina de ligando EBI1”, ELC, exodus-3, “proteina
inflamatoria de macrofagos 3-beta”, MIP-3b. La secuencia de referencia de Genbank para CCL19 es AB000887.1
disponible el 13 de junio de 2011.

Un ejemplo de una quimiocina de la divulgacion que contiene tanto modificaciones como un truncamiento y
adaptada especificamente para su uso en la invencion se describe en detalle en el presente documento. El CCL25
truncado corresponde a los restos 1 a 74 de la proteina madura de longitud completa (y por tanto carece de los
aminoacidos 75 a 127 y el péptido sefial N terminal de 23 aminoacidos) y por tanto conserva el pliegue de
quimiocina. Ademas, se incorpora una sustitucion de metionina a Norleucina, para evitar la oxidacién del resto
durante el ensamblaje de la cadena. El resto de glutamina N terminal se sustituye con piroglutamina para permitir la
uniformidad del producto durante la sintesis. Se consigue biotinilacion mediante un espaciador de PEG en la
funcionalidad € del resto de lisina hallado en la posicion 72. La secuencia de aminoacidos de la molécula lineal (es
decir sin el espaciador de PEG y molécula de biotina en el aminoacido 72 mostrado) comprende, consiste
esencialmente en o consiste en la secuencia de aminoacidos presentada como SEQ ID NO: 1. La proteina final
puede por lo tanto comprender, consistir esencialmente en o consistir en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 3.

Un ejemplo adicional de una quimiocina de la divulgacién que contiene modificaciones y adaptada especificamente
para su uso en la invencion se describe en detalle en el presente documento (véase Ejemplo 9 posterior). El CCL19
modificado (MIP-38) corresponde a los restos 1 a 77 de la proteina madura de longitud completa (y carece del
péptido sefial N terminal de 21 aminoacidos, que se escinde) y por lo tanto conserva el pliegue de quimiocina. Se
inserta una lisina adicional en el extremo C, en la posicién 78. La quimiocina puede por lo tanto comprender,
consistir esencialmente en o consistir en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4. Se incorpora FmocLys
(ivDde)-OH como resto 78 para facilitar el marcaje especifico de sitio en esta posicion de la proteina (SEQ ID NO: 5).
La funcionalidad de cadena lateral e-amina de Lys (78) se modifica mediante biotinilacién. La proteina final puede
por lo tanto comprender, consistir esencialmente en o consistir en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6.

Por lo tanto, en la presente divulgacion, la invencion también emplea una quimiocina modificada que comprende,
consiste esencialmente en o consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4 o 6.

SEQ ID NO: 4
GTNDAEDCCLSVTQKPIPGYIVRNFHYLLIKDGCRVPAVVFTTLRGRQLCA
PPDQPWVERIIQRLORTSAKMKRRSSX

X es un resto de aminoacido que puede estar biotinilado, tal como lisina, ornitina o acido diaminopropiénico y
opcionalmente esta biotinilado, opcionalmente mediante una molécula espaciadora tal como PEG

SEQ ID NO: 6
GTNDAEDCCLSVTQKPIPGYIVRNFHYLLIKDGCRVPAVVFTTLRGRQLCA
PPDQPWVERIIQRLQRTSAKMKRRSSX

X es K(Biotina)

En el contexto de las diversas realizaciones de la presente invencion el término “anticuerpo” incluye todas las
inmunoglobulinas o moléculas de tipo inmunoglobulina con afinidad de union especifica para el receptor relevante,
incluyendo receptor de quimiocinas (incluyendo, como ejemplo, IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, combinaciones de los
mismos, y moléculas similares producidas durante una respuesta inmunitaria en cualquier vertebrado, por ejemplo,
en mamiferos tales como seres humanos, cabras, conejos y ratones). Las inmunoglobulinas especificas utiles en las
diversas realizaciones de la invencion incluyen isotipos de IgG. Los anticuerpos utiles en las diversas realizaciones
de la invencién pueden ser de origen monoclonal o policlonal, pero son normalmente anticuerpos monoclonales. Los
anticuerpos pueden ser anticuerpos humanos, anticuerpos no humanos o versiones humanizadas de anticuerpos no
humanos o anticuerpos quiméricos. Estan bien establecidas diversas técnicas para humanizacion de anticuerpos y
puede emplearse cualquier técnica adecuada. El término “anticuerpo” también se refiere a un ligando polipeptidico
que comprende al menos una region variable de inmunoglobulina de cadena ligera o cadena pesada que reconoce
especificamente y se une con un epitopo de un antigeno, y se extiende a todos los derivados y fragmentos de
anticuerpo que conservan la capacidad para unirse especificamente con el receptor relevante, incluyendo el receptor
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de quimiocinas. Estos derivados y fragmentos pueden incluir fragmentos Fab, fragmentos F(ab’),, fragmentos Fv,
anticuerpos monocatenarios, anticuerpos de un unico dominio, fragmentos Fc, etc. El término anticuerpo abarca
anticuerpos constituidos por cadenas tanto pesadas como ligeras, pero también anticuerpos de cadena pesada
(solamente). En realizaciones especificas, los anticuerpos pueden modificarse técnicamente para ser especificos
para mas de un receptor, incluyendo receptor de quimiocinas, por ejemplo, biespecificos para permitir la unién con
dos receptores diferentes, incluyendo receptores de quimiocinas. Se enumeran en la tabla 1 a continuacion
anticuerpos disponibles en el mercado adecuados que se unen con los receptores de quimiocinas de interés.
Pueden estar o no marcados. Puede hacerse referencia en general a “Antibodies a laboratory manual: por E Harlow
y D Lane, pag. 726. Cold Spring Harbor Laboratory. 1988”.

Tabla 1. Anticuerpos marcados con fluoréforo disponibles en el mercado contra receptores de quimiocinas

especificos
Anticuerpo Fluoréforo Proveedor
CCR9 APC R&D Systems
CD14 FITC Beckman Coulter
CCR7 PerCP Cy5.5 Biolegend
HLA-DR APC Cy7 Biolegend

Las células que expresan receptores de quimiocinas pueden por lo tanto ser dianas usando agentes de union
alternativos, tales como anticuerpos, como se definen en el presente documento, en lugar del compafero de unién
de quimiocina natural. Este enfoque es un nuevo enfoque para tratar afecciones inflamatorias, tales como Ell, en
particular CU o EC y SII.

Por lo tanto, en determinadas partes la divulgacion proporciona una columna de aféresis cargada con un soporte
sélido que comprende un reactivo de unién capaz de unirse especificamente con un receptor de quimiocinas
inmovilizado directa o indirectamente en el soporte para permitir la retirada de una célula que expresa el receptor de
quimiocinas de la sangre periférica de un paciente, en el que el reactivo de unién no es una quimiocina. El reactivo
de unién capaz de unirse especificamente con el receptor de quimiocinas puede ser un agonista o un antagonista
del receptor de quimiocinas. En realizaciones especificas, el reactivo de unién capaz de unirse especificamente con
el receptor de quimiocinas se selecciona de un anticuerpo.

De forma similar, otras partes de la divulgacion proporcionan un reactivo de unién capaz de unirse especificamente
a un receptor de quimiocinas para su uso en el tratamiento de la Ell, en el que el reactivo de unién se inmoviliza en
un soporte solido contenido dentro de una columna de aféresis como se ha definido anteriormente (una columna de
aféresis cargada con un soporte sélido que comprende una reactivo de unién capaz de unirse especificamente con
un receptor de quimiocinas inmovilizado directa o indirectamente en el soporte para permitir la retirada de una célula
que expresa un receptor de quimiocinas de la sangre periférica de un paciente/sujeto, en el que el reactivo de unién
no es una quimiocina) a la que se aplica sangre periférica de un paciente, retirando de este modo células que
expresan receptores de quimiocinas de la sangre periférica del paciente.

Se conocen en la técnica materiales de soporte sélido para inmovilizar los reactivos de unién de las diversas
realizaciones de la invencién. “Soporte soélido” se refiere, por ejemplo, a materiales que tienen una superficie o
superficies rigidas o semirrigidas, y pueden tomar la forma de perlas, resinas, geles, microesferas u otras
configuraciones geométricas. Un material de apoyo util es uno que no activa células sanguineas para hacerlas
coagular o adherirse con el soporte a medida que se aplica sangre periférica completa al dispositivo. En ciertas
realizaciones, se emplea un soporte tratado con un agente para proporcionarle propiedades anticoagulantes, en
particular un soporte heparinizado. Como alternativa, la sangre del paciente puede tratarse con un anticoagulante tal
como heparina antes de la aplicacién al soporte. Los materiales de soporte Utiles comprenden carbohidratos de alto
peso molecular, en particular carbohidratos que tienen un peso molecular de 100 kDa o mas, tales como agarosa, en
forma de particulas, opcionalmente reticulada y celulosa. Otros materiales de soporte preferidos son polimeros, tales
como poliestireno carboxilado, y vidrio. El soporte de las diversas realizaciones de la invencién puede
proporcionarse en forma de particulas o fibras. Las particulas de soporte pueden tener forma regular, tales como
esferas o perlas, o forma irregular. Pueden ser porosas o no porosas. Un tamafio de particula promedio preferido del
soporte es de 50 ym a 2mm. En ciertas realizaciones se usa Sepharose™, una forma de agarosa en perlas,
reticulada, como matriz de columna. Se elige por su capacidad de distribucién 6ptima y puede proporcionar una gran
area disponible para unién de afinidad. Pueden proporcionarse soportes sdlidos en forma de perlas magnéticas, con
el reactivo de union especifico inmovilizado en las perlas magnéticas. Después de captura de las células que
expresan receptores (CD14, HLA-DR, CCR9 y/o CCRY7), incluyendo receptores de quimiocinas, en particular,
monocitos CD14+HLA-DRhi de la sangre, las perlas pueden retirarse de la sangre con la ayuda de un separador
magnético apropiado.

Se conocen en la técnica métodos para inmovilizar reactivos de unién en un soporte sélido. Un reactivo de unioén,
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que es un anticuerpo, puede inmovilizarse en el soporte de una manera directa o indirecta. La inmovilizaciéon puede
ser por medio de un enlazador adecuado en algunas realizaciones. Un método preferido de inmovilizacion indirecta
de un reactivo de union, tal como una quimiocina, se basa en la interaccién entre moléculas de biotina y avidina.
“Avidina” o “molécula de avidina” se refiere a cualquier tipo de proteina que se una especificamente con biotina
excluyendo sustancialmente otras moléculas (pequefnas) que podrian estar presentes en una muestra biolégica. Los
ejemplos de avidina incluyen avidinas que estan presentes de forma natural en la clara de huevo, proteina de semilla
de aceite (por ejemplo, harina de soja) y grano (por ejemplo, maiz), y estreptavidina, que es una proteina de origen
bacteriano. Por lo tanto, la biotinilacion del reactivo de union y uso de una molécula de avidina tal como
estreptavidina inmovilizada en el soporte solido permite la union fiable del reactivo de unién con el soporte sélido de
acuerdo con métodos conocidos en la técnica. Especificamente, dicho método puede comprender proporcionar el
reactivo de unién en forma biotinilada, que proporciona un soporte sélido que tiene estreptavidina inmovilizada en su
superficie, poner en contacto el soporte con una solucidon acuosa del reactivo de union biotinilado, y aclarar el
soporte con un disolvente acuoso. Ademas, también pueden utilizarse interacciones de pares de unién, tales como
interacciones anticuerpo-antigeno, para inmovilizacion indirecta de reactivo de unién en un soporte. En dichas
realizaciones el soporte puede derivatizarse con un miembro de un par de unién, tal como un anticuerpo, como se
define en el presente documento, que tiene afinidad conocida por una secuencia peptidica particular o molécula
pequefia de hapteno. La incorporacion del otro miembro del par de unién, tal como un antigeno, secuencia peptidica
o el hapteno en o sobre el reactivo de unién facilita la inmovilizacién en un soporte soélido recubierto con el
anticuerpo correspondiente o fragmento o derivado del mismo. Por lo tanto, el reactivo de union puede modificarse
para incluir la secuencia peptidica o el hapteno en la molécula lineal o puede afnadirse como una cadena lateral o
marcador.

Como alternativa, los anticuerpos pueden inmovilizarse directamente en un soporte sélido usando técnicas de
bioconjugacion establecidas en este campo. Por ejemplo, la inmovilizacion directa de proteinas en bromuro de
cianogeno activo soportes sdlidos mediante funcionalidades de amino dentro de la secuencia primaria de la proteina.
Como alternativa, pueden usarse funcionalidades de sulfhidrilo dentro de proteinas para inmovilizar directamente la
proteina en soportes derivatizados de alquil haluro o soportes que contienen funcionalidades de tiol libre. En
realizaciones adicionales, pueden inmovilizarse directamente proteinas que contienen funcionalidades de a-tioéster
en soportes que contienen restos de 1,2 amino tiol (por ejemplo, cisteina N terminal) usando la reaccién de
ligamiento quimico nativa. Como alternativa pueden inmovilizarse proteinas modificadas con cetonas y aldehidos en
soportes solidos derivatizados con funcionalidades de hidrazinilo, hidrazida y aminoxi usando reacciones de
ligamiento que forman enlaces de hidrazona/oxima (y viceversa). Como alternativa puede usarse quimica “Click”
para inmovilizar proteinas en soportes sdlidos, por lo que la proteina y el soporte se derivatizan con las
funcionalidades quimicas mutuamente reactivas apropiadas (azidas y alquinos). En otras realizaciones puede usarse
quimica de ligamiento de Staudinger para inmovilizar proteinas derivatizadas de forma apropiada en los soportes
sélidos derivatizados de forma apropiada.

El soporte sdlido esta contenido dentro de o portado por la columna de aféresis. Por lo tanto, por “cargado” se
entiende que la columna transporta o contiene el soporte solido de tal manera que la sangre (periférica) pueda fluir a
través de la columna en contacto con el soporte sélido. Por lo tanto, el soporte sélido proporciona una matriz dentro
de la columna a través de la que fluye la sangre, de manera continua en ciertas realizaciones. Esto permite que las
células que expresan el receptor especifico, es decir, el receptor CCR9, se retiren de la sangre que pasa a través de
la columna, de modo que la sangre que sale de la columna esté desprovista de células que expresan el receptor
especifico, incluyendo receptor de quimiocinas. En realizaciones especificas, la columna de aféresis se carga con un
soporte que comprende estreptavidina inmovilizada en el soporte y uno o mas reactivos de union biotinilados, tales
como quimiocinas, unidos con la estreptavidina en el soporte. El soporte sélido puede comprender un carbohidrato
de alto peso molecular, opcionalmente reticulado, tal como agarosa.

Como se ha analizado anteriormente, el reactivo de unién se acopla al soporte sélido. Las cantidades relativas de
reactivo de union pueden controlarse para asegurar que el acoplamiento entre el soporte solido y el reactivo de
union sea inmediato, minimizando el riesgo de que el reactivo de unién se desacople del soporte soélido. Por lo tanto,
puede asegurarse que haya un exceso relativo de sitios de inmovilizacion para el reactivo de unién en el soporte
sélido. Como alternativa, o adicionalmente, después de la inmovilizacién del reactivo de unioén en el soporte sélido, el
soporte sélido puede lavarse para retirar cualquier reactivo de unién no unido.

La columna de aféresis utilizada en las diversas realizaciones de la presente invencién actia como un tratamiento
de leucoféresis para enfermedad inflamatoria del intestino, incluyendo enfermedad de Crohn (EC) y colitis ulcerosa
(CU). La columna actua para retirar especificamente monocitos CD14+HLA-DRhi aprovechando la interaccion entre
CCR9 expresado en la superficie celular y un reactivo de uniéon especifico inmovilizado en un soporte solido
contenido dentro de o portado por la columna. De forma similar, la columna de aféresis utilizada en las diversas
realizaciones de la presente invencién actia como un tratamiento de leucoféresis para Sll. La columna actla para
retirar especificamente monocitos que expresan CCR9, en particular monocitos CD14+HLA-DRhi aprovechando la
interaccion entre CCR9 expresado en la superficie celular y un reactivo de unién especifico inmovilizado en un
soporte sélido contenido dentro de o portado por la columna.

La columna general normalmente comprende, consiste en, o consiste esencialmente en tres componentes
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combinados: 1) una carcasa que contiene o porta 2) el soporte solido y 3) uno o mas reactivos de unioén
(inmovilizados en el mismo) que se unen especificamente con uno o mas receptores de quimiocinas. La carcasa
puede fabricarse de cualquier material adecuado para uso clinico. La carcasa estd compuesta de un material
plastico. La carcasa incluye un sitio de sitio de entrada para la entrada de sangre y un sitio de flujo de salida para
que la sangre (desprovista de células diana) salga de la columna. La carcasa puede disefiarse para mantener un
flujo sanguineo continuo a través de la matriz de soporte sélido. La carcasa (como se muestra por ejemplo en la
Figura 3) puede incluir una parte superior que comprende una placa de distribucién (2) en el sitio de flujo de entrada
(1) para dispersar la sangre uniformemente sobre el area de matriz completa. La placa de distribucién puede actuar
como una primera barrera de seguridad que evita que particulas mayores fluyan a través de la columna y al
paciente. Sin embargo, la placa de distribucién no es esencial y puede retirarse en algunas realizaciones para
reducir la resistencia general en el sistema. La columna puede contener una o mas unidades de filtro de seguridad
(3 y 4) colocadas en los sitios de flujo de entrada (1) y/o flujo de salida (5) de la carcasa de plastico. Dichas unidades
de filtro pueden actuar para evitar que particulas mayores que las células sanguineas entren y/o salgan de la
columna. Las unidades de filtro de seguridad pueden contener una pluralidad de filtros, tales como dos, tres o cuatro
filtros disefiados para ser una barrera robusta y evitar que todas las particulas mayores que las células sanguineas
pasen a través de la columna. La inclusion de filtros de seguridad (3 y 4) en ambos extremos de la columna sirve
para minimizar el riesgo de filtracion de particulas al paciente, incluyendo en el caso de que el dispositivo se conecte
incorrectamente dando como resultado flujo sanguineo en la direccion opuesta a la pretendida. Los filtros de
seguridad pueden comprender cualquier tamafio de poro adecuado para evitar que particulas mayores que las
células sanguineas pasen a través de la columna, como entenderia facilmente un experto en la materia. Estan
disponibles en el mercado filtros adecuados. En realizaciones especificas, el tamafo de poro del filtro o los filtros
esta entre aproximadamente 60 um y 100 ym, mas especificamente aproximadamente 80 um. Los componentes de
soporte solido y reactivo de unién se analizan en mas detalle en el presente documento.

El volumen de la carcasa puede variar dependiendo de los voliumenes sanguineos que se pretende que pasen a
través de la columna. Normalmente, el volumen de la carcasa es entre aproximadamente 40 ml y 200 ml, mas
especificamente de 50 ml a 150 ml o de 60 ml a 120 ml.

La columna se aplica en general en forma de un circuito de aféresis. En este contexto, el sistema general incluye la
columna de aféresis, los tubos y una bomba apropiada para bombear la sangre por el circuito. El sistema se ilustra
en la Figura 4. El paciente (1) esta conectado al circuito extracorpéreo mediante agujas estériles para las venas en
los brazos derecho e izquierdo. Una bolsa de solucién salina (3) también esta conectada y la solucion salina se
bombea con una bomba adecuada (2). Se extrae sangre de un brazo del paciente a través del sistema de tubos
estériles por la bomba sanguinea (4) y se pasa a través de la columna (6) y de vuelta al paciente. El sistema de
tubos puede conectarse a la columna mediante cualquier acoplamiento adecuado, tal como acoplamientos de cierre
luer de dialisis convencionales. Los acoplamientos en la columna pueden estar clasificados por color para su
correcto ensamblaje. Por ejemplo, tubos rojos para flujo de entrada a la parte superior de la columna roja y tubos
azules para flujo de salida de vuelta al paciente. Puede estar presente un detector de aire (8) en el circuito. Pueden
emplearse adicionalmente sensores de presion de entrada (5) y/o Pven (7) para supervisar la presion en el circuito.

Una bomba de aféresis, tal como la bomba 4008 ADS fabricada por Fresenius Medical Care o la bomba Adamonitor
pueden supervisar el flujo de entrada y el flujo de salida del paciente. La bomba también puede supervisar la presion
en la circulacion extracorporea. La bomba puede ser capaz de diferenciar el aire por un captador de burbujas y
detector de aire. Puede situarse un filtro captador de coagulos dentro del captador de burbujas. La bomba también
puede incorporar un detector 6ptico para distinguir entre luz, por ejemplo, solucion salina o aire presente en el
sistema de tubos, y oscuridad, por ejemplo sangre presente en el sistema de tubos.

Se muestra en la Figura 11 un diagrama esquematico de una bomba adecuada, que muestra el detector de aire y el
filtro optico. Si el sistema de bomba detecta burbujas de aire y fluctuaciones opticas o si los valores de presion
extracorporea estan fuera del intervalo establecido, entonces la bomba debe detenerse inmediatamente. Como
alternativa o adicionalmente puede emitirse una alarma visual/auditiva.

Por lo tanto, (en este contexto) en ciertas realizaciones la invencion también proporciona un método para
diagnosticar, supervisar la progresion de, o supervisar el tratamiento de enfermedad inflamatoria del intestino,
comprende determinar los niveles de monocitos que expresan CCR9 en una muestra obtenida de un sujeto, en el
que los altos niveles de monocitos que expresan CCR9, o los niveles aumentados de monocitos que expresan
CCR9 en comparacion con los niveles de monocitos que expresan CCR9 en un sujeto sano, indican la presencia o
progresion de la enfermedad inflamatoria intestinal, y en el que el sujeto se ha tratado utilizando un agente de union
de acuerdo con la invencién.

Se define en el presente documento que “diagnosticar” incluye explorar con respecto a una enfermedad/afeccion o
preindicaciéon de una enfermedad/afeccion, identificar una enfermedad/afeccion o preindicaciéon de una
enfermedad/afeccion y comprobar la reaparicion de enfermedad/afeccion después del tratamiento. Los métodos de
las diversas realizaciones de la invencién también pueden tener valor de prondstico, y esto se incluye dentro de la
definicion del término “diagnodstico”. El valor de prondstico de los métodos de las diversas realizaciones de la
invencion puede usarse como un marcador de susceptibilidad potencial a enfermedad inflamatoria del intestino,
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incluyendo enfermedad de Crohn (EC) y colitis ulcerosa (CU) identificando niveles de expresion de CCR9 o niveles
de monocitos CD14*HLA-DR".

“Supervision de progresion de” incluye realizar los métodos para supervisar el estadio y/o el estado y la progresion
de la enfermedad inflamatoria del intestino, incluyendo la enfermedad de Crohn (EC) y la colitis ulcerosa (CU). La
supervision de la progresion puede implicar realizar los métodos de diagndéstico mdltiples veces en el mismo
paciente para determinar si los niveles de monocitos CD14*HLA-DR" 0 monocitos que expresan CCR9 o CCR9 en
el caso de Sl estan aumentando, reduciéndose o permaneciendo estables durante un cierto periodo de tiempo. Esto
puede estar en el contexto de un régimen de tratamiento.

Cuando se supervisa progresion, o se supervisa tratamiento de enfermedad inflamatoria del intestino, incluyendo
enfermedad de Crohn (EC) y colitis ulcerosa (CU), las muestras de control pueden tomarse del sujeto en un punto
temporal anterior. Sin embargo, se pueden basar en valores de referencia conocidos como se ha analizado en el
presente documento. Por lo tanto, los niveles relativos de monocitos CD14*HLA-DR" o0 monocitos que expresan
CCR9, niveles relativos de células HLA-DR", CCR9", pueden ser con referencia a muestras tomadas del mismo
sujeto en un punto temporal diferente. En ciertas realizaciones, los niveles reducidos de CCR9, niveles reducidos de
monocitos CD14*HLA-DR" o monocitos que expresan CCR9, niveles relativos reducidos de expresion de CCR9
incluyendo niveles relativos reducidos de expresion de CCR9 promedio por célula, o niveles relativos reducidos de
células CD14" HLA-DR", CCR9" se correlacionan con tratamiento exitoso.

Cuando se supervisa la progresion de enfermedad inflamatoria del intestino, incluyendo enfermedad de Crohn (EC)
y colitis ulcerosa (CU), los niveles aumentados de monocitos CD14*HLA-DR" o monocitos que expresan CCR9, la
expresion de CCR9 incluyendo niveles relativos aumentados de células HLA-DR", CCR9", pueden indicar la
progresién de la afeccion o enfermedad. Por lo tanto, si los niveles de monocitos CD14*HLA-DR" o monocitos que
expresan CCR9 aumentan en una muestra tomada mas tarde que una muestra del mismo paciente, esto puede
indicar la progresion de la afeccion.

Por lo tanto, en realizaciones especificas, niveles altos o mayores de células que expresan CCR9, niveles altos o
mayores de monocitos CD14*HLA-DR" o monocitos que expresan CCR9 o niveles altos o mayores de expresion de
CCR9, por ejemplo, expresion de CCR9 promedio por célula o niveles altos o mayores de células CCR9" se
correlacionan con enfermedad activa o enfermedad mas activa. De forma similar, niveles bajos o menores de células
que expresan CCR9, niveles bajos o menores de monocitos CD14*HLA-DR" o monocitos que expresan CCR9 o
niveles bajos o menores de expresion de CCR9, por ejemplo, expresion de CCR9 promedio por célula o niveles
bajos 0 menores de CCR9" pueden correlacionarse con una falta de inflamacion o enfermedad activa. Esto puede
definirse como “enfermedad menos activa”. Puede preverse facilmente que puedan evaluarse muestras de control y
niveles de células que expresan CCR9, niveles de monocitos CD14*HLA-DR" o monocitos que expresan CCR9,
niveles de expresion de CCR9 y/o niveles de células con alta expresién de CCR9 (definidas como CCR9")
determinados por todo el rango de gravedades de Sll. Esto puede ayudar a correlacionar los niveles de células que
expresan CCR9, niveles de monocitos CD14*HLA-DR" o monocitos que expresan CCR9, niveles de expresion de
CCRQ y/o niveles de células con alta expresion de CCR9 (definidas como CCR9") en la muestra de ensayo con la
gravedad relativa de la afeccion.

Los inventores han mostrado que los niveles de monocitos CD14*HLA-DR" o monocitos que expresan CCR9
pueden ligarse a éxito mejorado con ciertos tratamientos para enfermedad inflamatoria del intestino.

Las diversas realizaciones de la invencion se describiran ahora en mas detalle en referencia a las siguientes
realizaciones y ejemplos:

Descripcion de las figuras

Figura 1. Diagramas de citometria de flujo representativas que muestran las estrategias de activacion usadas en
todo el estudio para las poblaciones de monocitos CD14+HLA-DRhi (abajo a la izquierda), CD14loCD16+ (abajo
en el centro) y CD14+CD16- (abajo a la derecha).

Figura 2. Los monocitos CD14+HLA-DRhi aumentan y se correlacionan con actividad de enfermedad en
pacientes con colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn.

(A) Frecuencia de monocitos CD14+HLA-DRhi en sangre periférica de pacientes con Ell en comparacion con
controles, como se determina por citometria de flujo. Las barras representan los valores medios + ETM de los
controles (n = 11) y los pacientes (n = 31) con colitis ulcerosa activa (n = 20, UC-DAI 6-12) o enfermedad de
Crohn (n = 11, HBI 8-16) (p = 0,006).

(B) Analisis de regresion de monocitos CD14+HLA-DRhi y actividad de enfermedad clinica en pacientes con
colitis ulcerosa (p = 0,024; r2 = 0,072). Los datos representan medidas (n = 84) de 28 pacientes Unicos en
puntos temporales diferentes durante el tratamiento.

(C) Analisis de regresion de monocitos CD14+HLA-DRhi y actividad de enfermedad clinica en pacientes con
enfermedad de Crohn (p = 0,016; r2 = 0,190). Los datos representan las medidas (n = 29) de 11 pacientes
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Unicos en puntos temporales diferentes durante el tratamiento.

Figura 3. Los monocitos CD14+HLA-DRhi son dianas para terapia en EIll. Niveles de monocitos CD14+HLA-
DRhi en pacientes con Ell durante el tratamiento con (A) aféresis de GMA (n = 18), (B) corticosteroides (n = 16) o
(C) terapia biolégica anti TNF-a (n = 14). Se incluyen niveles de referencia de pacientes de control (n = 11) en
todas las graficas. (D) pacientes con Ell que recibieron terapia de GMA o corticosteroides, divididos en pacientes
en remision (n = 12) y sin remisiéon (n = 7) asi como controles sanos (n = 11). Las barras de error representan
valores medios de grupo £ ETM.

Figura 4. Los monocitos CD14+HLA-DRhi producen altos niveles de mediadores inflamatorios.

(A) Diagramas de citometria de flujo representativos que describen pureza de CD14+HLA-DRhi vy
CD14+HLADRIo después de clasificacion de citometria de flujo.

(B) Analisis por PCR de TNF-a en monocitos CD14+HLA-DRhi después de activacion de LPS durante 2
horas (n =4, p = 0,0047).

(C) Agrupamiento funcional de transcritos diana de analisis de matrices de PCR de monocitos
CD14+HLADRNhi y CD14+HLA-DRIo de tres donantes sanos independientes después de activacion de LPS
durante 6 h.

(D) Los 20 transcritos diana que representan la regulaciéon positiva y negativa mas fuerte en analisis de
matrices de PCR de monocitos en CD14+HLA-DRhi en comparacién con la poblacién de CD14+HLADRIo
después de activacion de LPS durante 6 h. Los factores de cambio varian entre 347,3-10,9 y -10,3-232,3,
respectivamente.

Figura 5. La expresion de receptor de quimiocinas relativa en monocitos CD14+HLA-DRhi. (A) El
subconjunto de CD14+HLA-DRhi se distingue de monocitos CD14lo0CD16+ y CD14+CD16- por su expresion de
CCR7 y CCR9. (B) Receptores de quimiocinas cuyos niveles de expresion no diferencian la poblacion de
CD14+HLA-DRAhi. (C) Tincion de control que muestra la diferencia en la expresion de CD16 y HLA-DR asi como
la morfologia definida por aparicion de dispersion lateral (SSC) y dispersion frontal (FSC) entre las poblaciones
de monocitos analizadas en este estudio. Los datos presentados son de un paciente con Ell representativo.

Figura 6. Ensayo de interaccion funcional de CCR9-CCL25 en monocitos CD14+HLA-DRhi. Agotamiento de
monocitos CD14+HLA-DRhi que expresan CCR9 de pacientes con Ell usando microperlas recubiertas con
CCL25 (n=5; p=0,0112).

FIG. 7a, 7b y 7c. La unién de CCL25 biotinilado por linfocitos T CD4+, CD8+ y monocitos CD14+
respectivamente, obtenidos de sangre periférica de un donante sano;

FIG. 8a, 8b y 8c. La unién de CCL25 biotinilado por linfocitos T CD4+, CD8+ y monocitos CD14+
respectivamente, obtenidos de sangre periférica de un paciente con EC;

FIG. 9. La carcasa de plastico y parte superior que muestra la placa de distribucion (2) y unidades de filtros de
seguridad (3 y 4).

FIG. 10. El sistema de leucoféresis general.
FIG. 11. La bomba con detector de aire y detector 6ptico (4).

FIG. 12. Agotamiento de poblaciones de células que expresan CCR9 en un donante de sangre. Las poblaciones
celulares totales no estan afectadas después del pase de columna.

FIG. 13. Agotamiento de poblaciones celulares que expresan CCR9 en un paciente con Ell. Las poblaciones
celulares totales no estan afectadas después del pase de columna.

FIGURA 14. HPLC de Biotina-TECK (Nleu) plegada purificada.

FIG. 15. Datos de ionizacién por electropulverizacion con espectrometria de masas en tandem (ES/MS) de
Biotina-TECK (Nleu) plegada purificada.

FIG. 16. Ejemplo de criterios de activacion para monocitos que expresan CCR2.

FIG. 17. Expresion de monocitos que expresan CCR9 en siete pacientes con enfermedad de Crohn (EC) y en 20
controles sanos (CS). Se analizé sangre de pacientes con EC y controles sanos para la expresion de diversos
receptores de quimiocinas por citometria de flujo. Los monocitos se caracterizaron como células positivas para
CD14.

FIG. 18. Uniéon de la quimiocina bTECK (CCL25) con monocitos de un paciente con enfermedad de Crohn. Se
incubd sangre de un paciente con EC con bTECK y se analizé6 con citometria de flujo. Los monocitos se
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caracterizaron como células positivas para CD14.

FIG. 19. Agotamiento de monocitos que expresan CCR9 con matriz de Estreptavidina de sepharose conjugada
con bTECK. Las células sanguineas de un paciente con EC se incubaron con matriz de Estreptavidina de
Sepharose-bTECK. Se recuperaron las células no unidas lavando la matriz con solucién salina tamponada con
fosfato. Las células (después del agotamiento) se analizaron después con citometria de flujo y se compararon
con células que no se habian incubado con matriz-bTECK (Antes del Agotamiento).

FIG. 20. Los monocitos que expresan CCR9 muestran un 80 % de expresion de HLADRhi. Los monocitos se
caracterizaron como células positivas para CD14.

FIG. 21. Expresion de monocitos que expresan CCR9 en 2 pacientes con Sindrome del Intestino Irritable (SIl) y
en 20 controles sanos (CS). Se analiz6 sangre de pacientes con Sll y controles sanos con respecto a la
expresion de diversos receptores de quimiocinas por citometria de flujo. Los monocitos se caracterizaron como
células positivas para CD14.

FIG. 22. Unidn de la quimiocina bTECK (CCL25) con monocitos de un paciente con SllI. Se incub6 sangre de un
paciente con Sll con bTECK y se analizé con citometria de flujo. Los monocitos se caracterizaron como células
positivas para CD14.

FIG. 23. Agotamiento de monocitos que expresan CCR9 con matriz de Estreptavidina de Sepharose conjugada
con bTECK. Se incubaron células sanguineas de un paciente con Sll con matriz de Estreptavidina de Sepharose-
bTECK. Se recuperaron las células no unidas lavando la matriz con solucién salina tamponada con fosfato. Las
células (después del agotamiento) se analizaron después con citometria de flujo y se compararon con células
que no se habian incubado con matriz-bTECK (Antes del Agotamiento).

FIG. 24. Expresion de monocitos que expresan CCR9 en 4 pacientes con Colitis Ulcerosa (CU), 2 pacientes con
Sindrome del Intestino Irritable (Sll) y 8 pacientes con Enfermedad de Crohn (Crohn). Se analizé la sangre de
pacientes con respecto a la expresion de diversos receptores de quimiocinas por citometria de flujo. Los
monocitos se caracterizaron como células positivas para CD14.

FIG. 25a. Los monocitos que expresan CCR9 muestran un 25 % de expresion de HLADRhi. FIGURA 25b. Los
monocitos que expresan CCR9 que también tienen una alta expresion de HLADR pueden agotarse con matriz de
sepharose conjugada con bTECK. Los monocitos se caracterizaron como células positivas para CD14.

Descripcion de realizaciones preferidas

Ejemplo 1 monocitos sanguineos CD14+HLA-DRhi que expresan CCR9 promueven la inflamacion intestinal
en Ell

Introduccién

La enfermedad de Crohn (EC) y la colitis ulcerosa (CU) (enfermedades inflamatorias del intestino, Ell) son trastornos
cronicos, inflamatorios, del tracto gastrointestinal que resultan de un equilibrio alterado entre el sistema inmunitario
de la mucosa y la flora comensal. Hasta la fecha, la patofisiologia inmunolégica detras de las Ell sigue
entendiéndose escasamente. Tradicionalmente, se ha creido que la inmunidad adaptativa desempefia un papel
importante en la aparicion de Ell. Los estudios en pacientes y modelos animales han mostrado que la EC esta
conducida por sefalizacién de T auxiliar 1 con produccién de IL-12 e IFN-y, mientras que la CU esta caracterizada
por respuestas de T auxiliar 2 e IL-13. (1) Sin embargo, el paradigma Th1/Th2 se ha cuestionado durante la ultima
década. (2) Desde el descubrimiento del locus de susceptibilidad de NOD2/CARD15 que codifica un receptor de
reconocimiento de patron expresado principalmente en células dendriticas y monocitos, la atencién de la
investigacion de Ell se ha desplazado hacia la inmunidad innata. (3, 4) En la actualidad, se cree que los mecanismos
innatos son responsables de la aparicion de inflamacion de la mucosa aguda en individuos genéticamente
susceptibles, mientras que el estado crénico podria mantenerse por elementos adaptativos. (5)

Los monocitos son leucocitos derivados de médula 6sea de linaje mieloide que migran al tejido y se diferencian en
macrofagos o células dendriticas (CD). Se han demostrado tasas de renovacion aumentadas y niveles elevados de
monocitos en circulacion en Ell (6, 7). Ademas, los monaocitos tienen la capacidad de migrar a la mucosa inflamada y
mediar en inflamacion, pero el fenotipo de estos monocitos asi como los mecanismos que subyacen a su
relocalizacion sigue sin dilucidarse. (8-10) En la actualidad, se han caracterizado dos subpoblaciones de monocitos
humanos. Se ha demostrado que las células CD14+CD16- producen la citocina reguladora IL-10 y se denominan
mas habitualmente monocitos clasicos. El subconjunto CD14loCD16+ se caracteriza por la produccion de citocinas
proinflamatorias asi como expresion alta en superficie de marcadores inflamatorios tales como CD43. (11-13) Sin
embargo, se ha observado ultimamente un mayor grado de heterogeneidad entre poblaciones de monocitos
humanos con respecto a su expresion de antigeno superficial. (14) Se ha demostrado que la expresion de HLA-DR
de monocitos desempefia un papel importante en afecciones caracterizadas por respuestas inmunitarias contra
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agentes bacterianos. (15, 16) Aunque se ha indicado que el subconjunto CD14+CD16- expresa HLA-DR, la
contribucién especifica de monocitos CD14+HLA-DRhi a la inflamacién intestinal no se ha estudiado. Ya que se ha
establecido bien que la induccion de colitis en ser humano asi como modelos animales requiere la presencia de
bacterias, los inventores determinaron estudiar monocitos CD14+HLA-DRhi en pacientes con inflamacion intestinal
cronica. (17)

Materiales y métodos
Pacientes

En total, se incluyeron 51 pacientes con Ell (CU = 31, EC = 20) en este estudio (Tabla 1). Los pacientes se
supervisaron durante el tratamiento con corticosteroides (n = 16), los anticuerpos anti TNF-a infliximab o adalimumab
(Remicade® o Humira®; n = 17) o aféresis de Granulocitos/Monocitos (GMA, Adacolumn®; n = 18). Se recogieron
de cuatro a seis biopsias de recto y sigmoide afectados junto con muestras sanguineas antes del inicio del
tratamiento, seguido de toma de muestras semanales durante cuatro semanas consecutivas. Los pacientes se
evaluaron usando los indices de UC-DAI (CU) y Harvey-Bradshaw (HBI; EC). La remisidn clinica se reviso en la
semana 11 después del tratamiento y se definié6 como <3 para UC-DAI y <5 para HBI. (8, 41) Se incluyeron catorce
controles sin Ell en el estudio. Todos los pacientes se admitieron mediante consentimiento formal y el estudio lo
aprobé el comité de ética regional.

Aislamiento y activacion de leucocitos

Para estudios de citometria de flujo, se obtuvieron células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de sangre
completa heparinizada por incubacion en tampén hipoténico (NH4Cl 160 mM, Tris-HCI 10 mM, pH = 7,4). Para PCR
y experimentos de agotamiento de CCL25, se obtuvieron PBMC de capas leucociticas de donantes sanos anti
coaguladas mediante centrifugacion en gradiente de densidad usando Ficoll-Paque (GE Healthcare). Para
experimentos de PCR, se aislaron negativamente monocitos CD14+ usando el Kit de Aislamiento de Monocitos Il
(Miltenyi Biotec). Los monocitos se activaron posteriormente con LPS (lipopolisacarido; Sigma) (200 ng/mi/106
células) durante 2 h (PCR de TNF-a) o 6 h (matriz de PCR) en medio RPMI (Hyclone) complementado con L-
glutamina 1 % y PEST (penicilina-estreptomicina) 1 %.

Citometria de flujo

Las PBMC se tifieron con respecto a analisis de citometria de flujo o se clasificaron usando combinaciones de los
conjugados de anticuerpos descritos en la Tabla 2. Todas las tinciones se llevaron a cabo de acuerdo con las
instrucciones del fabricante para el conjugado de anticuerpo respectivo. Se us6 un control de isotipo de IgG2a-FITC
(BD Biosciences) para definir la positividad de CCR9. Se llevaron a cabo analisis de citometria de flujo y
experimentos de clasificacién usando un citdémetro de FACSAria y se analizaron datos usando software FACSDiva
(BD Biosciences).

Experimentos de PCR

Para experimentos de PCR de TNF-q, se realizé aislamiento de ARN usando reactivo TRIZOL (Invitrogen). Para el
experimento de CCL25, se recogieron biopsias intestinales mediante sigmoidoscopia flexible de pacientes con CU y
se sumergieron inmediatamente en RNAlater (Ambion). Se aisld posteriormente ARN usando Mini Kit RNeasy
(Qiagen) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Para los experimentos de TNF-a y CCL25, se incluyeron 100 ng
de ARN por muestra en una reaccion de transcriptasa inversa usando kit de sintesis de ADNc iScript (Bio-Rad). Para
analisis de matrices de PCR, se aisl6 ARN de poblaciones de CD14+HLA-DRhi y CD14+HLA-DRIo clasificadas
usando Mini Kit RNeasy (Qiagen). Para cada una de las poblaciones analizadas, se agruparon cantidades iguales de
ARN de tres donantes independientes y se sintetizd ADNc usando el Kit de Primera Cadena RT2 (SABiosciences)
de 150 ng de ARN. Posteriormente, se puso ADNc en una reaccion de Mezcla Maestra de qPCR RT2
(SABiosciences) y se cargd en una placa de matriz de PCR de 96 pocillos de Respuesta Inflamatoria Humana y
Autoinmunidad de acuerdo con las instrucciones del fabricante (SABiosciences). En todos los experimentos de PCR,
se realizé PCR cuantitativa en un sistema 6ptico iCyclerlQ usando supermezcla de 1Q SYBR Green 2x y Software
del Sistema Optico iCycler IQ v3.1 (Bio-Rad) para recuperacion de datos. En los experimentos de TNF-a y CCL25,
se normalizaron los niveles de expresion para ARN polimerasa Il usando los métodos de 2-_Ct (TNF-a, Figura 4B) o
2- Ct (CCL25, Figura complementaria 1B). Los cebadores usados fueron TNF-a directo (5-
CTCTCTCCCCTGGAAAGGAC-3’); TNF-a inverso (5-GCCAGAGGGCTGATTAGAGA-3’); CCL25 directo (5-
AAGGTTTTTGCAAAGCTCCA-3’); CCL25 inverso (5-TACTGCTGCTGATGGGATTG-3'); RPII directo (5-
GCACCACGTCCAATGACAT-3); RPII inverso (5- GTGCGGCTGCTTCCATAA-3’). Para analisis de matrices de
PCR, los niveles de expresion se normalizaron con respecto a la media aritmética de la expresion de los genes
constitutivos B2M, HPRT1, RPL13A, GAPDH y ACTB usando el método de 2-_Ct.

Ensayo de agotamiento de CCL25

Se uni6 CCL25 biotinilada (Almac Sciences) a un soporte sélido que consistia en una matriz de estreptavidina-
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sepharose (GE Healthcare). Se perfundieron PBMC de seis donantes sanos a través del dispositivo y se analiz6 la
expresion de CCR9 antes y después de usar citometria de flujo.

Andlisis estadisticos

Todos los analisis de grupo se llevaron a cabo usando ensayo de t de Student dependiente de dos colas (Figuras 2-
4 y 6, Figura complementaria 1) o ensayo de t de Student independiente de dos colas (Figura 3). Se realizaron
analisis de regresion usando ensayo de regresion ordinal para datos no paramétricos (Figura 2B-C). Todos los
calculos se llevaron a cabo en software GraphPad Prism v5 (GraphPad Software, Inc.). Los valores de p<0,05 se
consideraron significativos y se representan de la siguiente manera: p<0,05 =*, p<0,01=**, p<0,001=***. En todas las
figuras, las barras de error representan + ETM.

Consideraciones éticas

El estudio fue aprobado por el Comité de Evaluacién de Etica Regional de Estocolmo en Estocolmo, Suecia
(http://www.epn.se). La aprobacion ética se aplica a todos los centros de los que se reclutaron los pacientes (South
Hospital, Estocolmo, Suecia, Karolinska Hospital, Estocolmo, Suecia, Danderyd Hospital, Estocolmo, Suecia). Todos
los pacientes se admitieron mediante consentimiento escrito formal.

Resultados

La frecuencia de monocitos CD14+HLA-DRhi se correlaciona con actividad de enfermedad clinica en colitis
ulcerosa y enfermedad de Crohn

Para investigar el papel de monocitos CD14+HLA-DRhi en los pacientes con Ell, se usé citometria de flujo para
identificar la poblacion en sangre periférica (Figura 1). Cuando se analizdé sangre de pacientes y controles se
descubrié que la inflamacién activa en el colon se correlacionaba con una frecuencia significativamente mayor de
estos monocitos en comparacion con el grupo de control (Figura 2A, p=0,006).

Para evaluar la correlacion entre los niveles de monocitos y la actividad de enfermedad, se llevaron a cabo analisis
de regresion de frecuencia de CD14+HLA-DRhi frente a dos indices de actividad de enfermedad habitualmente
usados para la evaluacion de colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn, respectivamente. Se pudo observar una
correlacion significativa con la actividad de enfermedad tanto en CU (UCDAI) (Figura 2B; p=0,0137, r2=0,072) como
EC (Harvey-Bradshaw) (Figura 2C, p=0,0182, r2=0,1889). Por lo tanto, la frecuencia de monocitos CDLA+HLA-DRhi
proinflamatorios en circulaciéon se correlaciona con indices de actividad de enfermedad establecidos de Ell.

Los monocitos CD14+HLA-DRhi son dianas terapéuticas potenciales y marcadores de inflamacion en colitis

A continuacion, se investigd si la poblacion CD14+HLA-DRhi se vio afectada por terapia de Ell convencional. Los
pacientes con inflamacion intestinal activa que recibieron corticosteroides o anticuerpos anti TNF-a (infliximab o
adalimumab) se supervisaron durante cinco semanas consecutivas. Un grupo de tratamiento tratado con aféresis de
granulocitos/monocitos se incluyd para comparacion considerando la retirada selectiva de monocitos asociados con
Adacolumn®. (18) Cuando se representan estos regimenes de tratamiento por separado, el grupo de pacientes que
recibié terapia de GMA represento la reduccion mas prominente (Figura 3A). La poblacion de monocitos también
estaba ya atenuada después de una semana de terapia entre pacientes con corticosteroides. La supresion se
mantuvo, alcanzando niveles muy por debajo de los de pacientes de control sanos en la semana 4 (Figura 3B,
p<0,05). La poblacién reducida de CD14+HLA-DRhi durante el tratamiento no se vio influida por el diagnéstico de
CU o EC, extension de la enfermedad en el colon, tratamiento con azatioprina simultdneo o el sexo (datos no
mostrados). Resulta interesante que la terapia bioldgica con anticuerpos contra TNF-a no afecto significativamente a
la proporcion de monocitos CD14+HLA-DRhi (Figura 3C). Entre estos pacientes, CD14+HLADRNhi nunca alcanzé el
nivel de referencia observado en los controles.

Finalmente, se investigé si la poblacion CD14+HLA-DRhi se vio afectada selectivamente en pacientes que
conseguian remision a largo plazo en la semana 11 después del tratamiento. Entre los pacientes que recibieron
corticosteroides o aféresis de GMA, la poblacion de monocitos se redujo significativamente en los que
posteriormente consiguieron o mantuvieron remision. Esto no se observé entre los pacientes sin remision (Figura
3D).

Monocitos CD14+HLA-DRAhi producen altos niveles de mediadores inflamatorios

Con el fin de investigar la capacidad de monocitos CD14+HLA-DRhi para producir mediadores inflamatorios, se
cultivaron monocitos de donantes de sangre sanos en presencia de lipopolisacarido (LPS). La poblacion de HLA-
DRhi y su homdlogo CD14+HLA-DRIo se clasificaron posteriormente con citometria de flujo (Figura 4A). Las dos
poblaciones celulares se investigaron con respecto a la produccion de la citocina proinflamatoria TNF-a. Resulta
interesante que la poblacion CD14+HLA-DRhi produjo niveles aumentados 500 veces de transcritos de TNF-a tras
estimulacion con LPS en comparacion con las células CD14+HLA-DRIo (Figura 4B). Ademas, se llevaron a cabo
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analisis de matrices de PCR en monocitos CD14+HLA-DRNhi clasificados de tres donantes independientes después
de activacion con LPS para establecer el fenotipo distintivo de la poblacion. De acuerdo con la hipotesis de los
inventores varios transcritos génicos descritos como implicados en las respuestas inmunitarias mediadas por
monocitos estaban regulados positivamente en los monocitos CD14+HLA-DRhi. Se descubrié principalmente
expresion génica aumentada entre citocinas quimiotacticas y genes implicados en la respuesta inmunitaria humoral
(Figura 4C; tabla Complementaria). El factor de cambio de diferencia mas prominente entre los monocitos
CD14+HLADRNhi y los CD14+HLA-DRIo se observé para la citocina quimiotactica CCL4. El transcrito con la
regulacion negativa mas evidente entre monocitos HLA-DRhi fue el gen de HDAC4 que codifica una histona
desacetilasa que actia como un represor de la transcripcion. (19) Juntos, estos datos muestran que los monocitos
CD14+HLA-DRNhi tienen fuerte potencial proinflamatorio.

Los monocitos CD14+HLA-DRhi expresan el receptor de quimiocinas que se dirige al intestino GCR9

A continuacién, se estudié la expresion en superficie de diversos receptores de quimiocinas en monocitos
CD14+HLA-DRhi en relacion con los subconjuntos CD14+CD16- y CD14loCD16+. Aunque se pudo observar un
solapamiento significativo entre muchos de estos marcadores con respecto a su expresion en los subconjuntos
respectivos, la poblaciéon CD14+HLA-DRhi se distinguié claramente por su expresion de CCR7 y CCR9 (Figura 5A).
CCRY se describe principalmente como un receptor que se dirige a ganglios linfaticos para células dendriticas y
linfocitos T auxiliares, y no se ha indicado previamente que se expresen en monocitos en circulacion. (20) Se ha
mostrado que CCR9 es importante en la direccion de linfocitos al intestino mediante interacciones con su ligando
CCL25, expresado en la mucosa intestinal. (21, 22) Aunque se han caracterizado bien interacciones CCR9-CCL25
en linfocitos T auxiliares, su papel en monocitos no esta claro. La poblacion de monocitos CD14+ general mostré
expresion de CCR9 significativamente mayor en comparacion con linfocitos T CD4+, que junto con linfocitos T CD8+
se han descrito como los principales tipos celulares que expresan CCR9 (p<0,05; Figura complementaria 1A). (23)
Cuando se compara la expresion de CCR9 en monocitos CD14+HLA-DRhi con CD14loCD16+ y CD14+CD16-, el
subconjunto de HLA-DRhi presenté niveles significativamente aumentados (Figura 5A). Por el contrario, la expresion
de CCR2, un receptor de quimiocinas responsable de la migracion de monocitos general, no aumenté en los
monocitos HLA-DRhi lo que indica que el fenotipo que se dirige al intestino constituye una caracteristica especifica
de los monocitos en lugar de reflejar la activacion inmunolégica general (Figura 5B). (24) También se analizaron
biopsias tisulares de mucosa colonica con PCR en tiempo real y se descubrié que el ligando de CCRS9,
CCL25/TECK, se expresaba en el colon (Figura complementaria 1B). Para establecer una interaccién funcional entre
CCL25 y CCRY9, se llevaron a cabo experimentos de agotamiento mediante perfusion de células sanguineas
periféricas a través de un soporte sélido que contenia perlas de sepharose recubiertas con CCL25. La frecuencia de
monocitos CD14+HLA-DRhi positivos para CCR9 se redujo significativamente después del encuentro con las perlas
de sepharose recubiertas con CCL25, lo que muestra que CCR9 en los monocitos CD14+HLA-DRhi podria unirse
con CCL25 y retirarse de la sangre (p<0,05; Figura 6). En conclusiéon, los monocitos CD14+HLA-DRhi
proinflamatorios expresan altos niveles del receptor de quimiocinas que se dirige al intestino CCR9 que los dirige al
sitio de inflamacion de la mucosa.

Discusion

En este estudio, se identifican monocitos sanguineos CD14+HLA-DRhi que expresan CCR9 como un participante
importante en la inflamacién intestinal. La expresién de HLA-DR en monocitos es vital para la respuesta inflamatoria
y se ha mostrado que determina la eficacia de la presentacién de antigenos a linfocitos T auxiliares. (25, 26)
También se ha mostrado que los monocitos con alta expresién de HLA-DR se infiltran en las articulaciones de
pacientes con artritis reumatoide, y enfermedad inflamatoria tratada con éxito con anticuerpos de TNF-a (27).
Ademas, portar el alelo del HLA de clase 1I-DRB1*0103 también se correlaciona con un riesgo aumentado de
desarrollar colitis ulcerosa. (28)

Varios estudios han sugerido que los monocitos en si mismos son objetivos de terapia de Ell convencional. (6, 29,
30) Los resultados de los inventores sugieren que la regulacién negativa especifica de la subpoblacion de HLA-DRhi
puede ser un mecanismo importante detras de la resolucién de la inflamacién. En este estudio, se afadieron
pacientes tratados con aféresis de granulocitos/monocitos para comparacion ya que la Adacolumn® es el Unico
tratamiento que se dirige especificamente a monocitos en circulacion. Estas células se retiran mediante unién del
receptor de Fcy a las perlas de acetato de celulosa en la columna, dejando los linfocitos T en circulacion no
afectados. (18) La terapia de corticosteroides media en una reduccion en el nimero de monocitos CDLA+HLA-DRhi
en circulacion que es comparable a GMA (Figura 3B). Esta supresion parece ser importante para la induccion de
remision, ya que se observa reduccion significativa de monocitos CD14+HLA-DRhi solamente en los pacientes que
consiguen remision a largo plazo (Figura 3D). Resulta interesante que los pacientes sometidos a tratamiento
biolégico no presentaran una reduccion de monocitos proinflamatorios (Figura 3C). Los inventores especulan que
retirando TNF-a, uno de los principales productos de estos monocitos, podrian inducirse mecanismos de
retroalimentacién autocrinos que condujeran a la activacion celular. La observacion subraya la diferencia en el modo
de accion entre anticuerpos anti TNF-a y corticosteroides y deberia investigarse adicionalmente ya que el fracaso
anti TNF-a puede depender parcialmente de la produccion de los monocitos de quimiocinas proinflamatorias
adicionales, citocinas y receptores de integrina que contrarresten la supresion de TNF-a.
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De forma clasica, las poblaciones de leucocitos se han definido por su capacidad para producir mediadores
inflamatorios tales como citocinas y quimiocinas. Para obtener un entendimiento funcional de cémo los monocitos
CD14+HLA-DRhi median en la inflamacién, se investigé su potencial proinflamatorio en el nivel de ARNm en
comparacion con su homologo que expresa HLA-DRIo. En este contexto, el subconjunto de HLA-DRhi produjo
niveles notablemente elevados de transcritos génicos asociados con activacion y fenotipo proinflamatorio. La
poblacion presentd un aumento de 500 veces de niveles de transcrito de TNF-q, lo que establece el subconjunto de
HLA-DRhi como uno de los productores mas importantes de esta citocina. También se investigaron otros genes por
analisis de matrices de PCR, revelando la mayor regulacion positiva en CCL4, CCL3 e IL-13, todas citocinas que se
ha descrito previamente que estan implicadas en el reclutamiento de células inflamatorias a la mucosa intestinal en
Ell (Figura 4D). (31-35) La diferencia mas prominente se observd en el gen de CCL4/MIP-1[3, con niveles de
transcrito regulados positivamente de mas de 300 veces. El papel inflamatorio de CCL4 se presentd por Bystry y
colaboradores; se demostré que los linfocitos T auxiliares activados migraban eficazmente hacia un gradiente tisular
de CCL4 mediante interaccion con CCR5. (31) Por lo tanto, el hallazgo de que produjeron transcritos de CCL4 a
altos niveles por monocitos CD14+HLA-DRhi apoya su potencial inflamatorio. (36) El transcrito con la regulacion
negativa mas evidente en monocitos HLA-DRhi fue el gen de HDAC4 que codifica una histona desacetilasa que
actua como un represor de la transcripcion. (19) Juntos, estos datos indican que CD14+HLA-DRhi es un subconjunto
transcripcionalmente activo que expresa facilmente genes importantes para mediar en respuestas inmunitarias de la
mucosa.

En el nivel de superficie, los monocitos CD14+HLA-DRhi solamente expresan parcialmente CD16, lo que sugiere
que la poblacion constituye un subconjunto separado que no se incluye en su totalidad cuando se definen monocitos
proinflamatorios mediante su expresién de CD14loCD16+ (Figura 5C). La poblacion se define adicionalmente por su
expresion de CCRY7 y el receptor que se dirige al intestino CCR9, que distingue claramente monocitos HLA-DRhi de
los subconjuntos CD14+CD16- y CD14loCD16+ (Figura 5).

En el contexto de la inflamacion intestinal, las interacciones entre linfocitos T que expresan CCR9 y CCL25 (TECK)
expresado en el epitelio del intestino se han implicado como un mecanismo importante para reclutar linfocitos en
circulacién a la mucosa intestinal. (21) Sin embargo, nunca se ha estudiado si este mecanismo también se aplica
para la infiltracion extensiva de monocitos sanguineos a la mucosa intestinal observada durante la inflamacion. (37)
Se ha mostrado recientemente que monocitos que expresan CCR9 aumentan en sangre periférica de pacientes con
artritis reumatoide. Sin embargo, el papel de estas células en EIll permanece poco claro. De acuerdo con los
resultados de este estudio, se muestra que los subconjuntos de CD14+CD16- y CD14loCD16+ expresan niveles
similares de CCR9. (38) Estos niveles se superaron notablemente por la expresion de CCR9 en monocitos
CD14+HLA-DRhi (Figura 5A). Sorprendentemente, esta expresion fue considerablemente mayor que la observada
en linfocitos T, que se considera que es el principal tipo celular portador de CCR9 (Figura complementaria 1A). (23)
Por el contrario, la expresion de CCR2, otro receptor de quimiocina importante para la relocalizacién de monocitos
en varios grupos de enfermedad, no aumenté en monocitos HLA-DRhi (Figura 5B). (24) Esto sugiere que el aumento
especifico de la expresion de CCR9 entre CD14+HLA-DRhi puede reflejar un fenotipo especifico del intestino, en
lugar de un subconjunto activado en general. Se descubrié que el ligando para CCR9, CCL25 se expresaba en tejido
de la mucosa por analisis de QT-PCR, lo que esta apoyado por otros informes que identifican CCL25 en el colon
(Figura complementaria 1B). (22, 39) En conclusion, estos datos sugieren que los monocitos en general y
CD14+HLA-DRNhi en particular poseen la capacidad de relocalizarse a la mucosa intestinal mediante interacciones
CCR9-CCL25.

Se ha mostrado que los linfocitos T adquieren su expresion de CCR9 mediante impronta dependiente de acido
retinoico por células dendriticas de ganglios linfaticos mesentéricos. (40) El problema de si la expresién de CCR9 en
monocitos se adquiere mediante mecanismos similares parece controvertido, especialmente ya que no se conoce
que los monocitos sanguineos viajen a los ganglios linfaticos en el mismo grado que los linfocitos T. Aqui, los
inventores muestran que los monocitos CD14+HLA-DRhi se definen por su alta expresiéon de CCR7, un marcador
principalmente descrito como un receptor de direccién a ganglios linfaticos para células dendriticas y linfocitos T
auxiliares (Figura 5A). (20) Por lo tanto, es tentador especular que los monocitos CD14+HLA-DRhi que expresan
CCRY viajan a los ganglios linfaticos en un mayor grado de lo que se conocia previamente, y que puede producirse
impronta de CCR9 en estos monocitos mediante mecanismos similares a los presentados en linfocitos T. Mas alla
del alcance del presente estudio, es necesario abordar en el futuro los mecanismos detras de la induccién de CCR9
en monocitos, asi como el papel funcional de su expresion de CCRY.

En este estudio, se ha mostrado que los monocitos sanguineos CD14+HLA-DRhi aumentan en pacientes con
inflamacion intestinal activa, y se correlacionan con gravedad de enfermedad como se define por los indices de
actividad de enfermedad UC-DAI y HBI. Ademas, estos monocitos producen cantidades importantes de mediadores
inflamatorios y expresan altos niveles del receptor que se dirige al intestino CCR9. En resumen, estos hallazgos
indican que los monocitos sanguineos CD14+HLA-DRhi desempefian un papel importante en Ell y que estan
altamente motivados estudios futuros que evallen estos monocitos como dianas especificas para terapia de Ell.
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Tablas
Tabla 1. Demografia de los pacientes.
Sexo Hombre 32
Mujer 19
Media de edad 37,9
Diagnostico Colitis ulcerosa 31
Enfermedad de Crohn 20
Extension Extensiva 25
En el lado izquierdo 19
Proctitis 5
lleocecal 2
Intervencién Corticosteroides!? 16
Anti TNF-a3® 17
Aféresis de GMA*® 18
Azatioprina Si 21
No 30

1. Se introdujeron en quince pacientes 20-45mg de prednisona seguido de reduccion progresiva de 5 mg
semanalmente.

2. Un paciente recibi6 corticosteroides tépicos para proctosigmoiditis ulcerosa.

3. Se administr6é tratamiento anti TNF-a bien como infusiones de 5 mg/kg de infliximab la semana 0, 2 y 6 o
inyecciones subcutaneas de 80 mg de Adalimumab la semana 0 seguido de 40 mg cada dos semanas.

4. En el grupo de aféresis de GMA, cada paciente recibié un total de 5-8 sesiones de leucocitoféresis de
Adacolumn® 1-2 veces a la semana.

5. Algunos pacientes recibieron medicacioén de corticosteroides de linea basal

Tabla 2. Anticuerpos de citometria de flujo usados en el estudio

Marcador Conjugado Clon Fabricante
CD4 Pacific Blue RPA-T4 BD

CD14 APC M5E2 BD

CD16 PE-Cy7 3G8 BD

HLA-DR  PerCP L243 BD

CCR1 Alexa Fluor 647 TG4 Biolegend
CCR2 PerCP-Cy5.5 TG5 Biolegend
CCR3 PE 5E8 Biolegend
CCR5 PE HM-CCR5 Biolegend
CCR6 PerCP-Cy5.5 11A9 BD

CCR7 PerCP-Cy5.5 TG8 Biolegend
CCR9 APC 112509 R&D Systems
CCR10 PE 314305 R&D Systems
CXCR1 APC 8F1 Biolegend
CXCR5 PerCP-Cy5.5 TG2 Biolegend
CXCR®6 PE 56811 R&D Systems
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EJEMPLO DE REFERENCIA 2 - Afinidad de células sanguineas por CCL25.

Materiales y métodos

Aislamiento de leucocitos sanguineos periféricos. Se fij6 sangre periférica heparinizada de donantes de sangre
sanos o pacientes con Ell con paraformaldehido 4 % durante 4 minutos, se hemolizd durante 15 minutos con una
solucion de cloruro de amonio 0,83 % y se lavd dos veces en tampon de FACS para obtener una suspension de
leucocitos sanguineos.

Quimiocinas. Los leucocitos se incubaron durante 30 min en oscuridad a 4 °C con las siguientes quimiocinas
marcadas con Alexa647 Fluor® y biotiniladas: CCL25 (en concentraciones de 0,1 ng/ul, 0,5 ng/ul y 5 ng/ul). Las
células se lavaron después con tampoén de FACS y se analizaron por citometria de flujo. Todas las quimiocinas
usadas en los Ejemplos se proporcionaron por Almac Sciences Scotland Ltd, Edimburgo, Escocia.

Ensayo de citometria de flujo. El ensayo de citometria de flujo se realizé en un citémetro FACS Calibur (BD
Immunocytometry systems, San José, Ca, Estados Unidos). Se contaron diez mil células y se analizaron en cada
muestra. Para analisis de datos, se uso6 software Cell Quest Pro de Becton Dickinson.

En el experimento con CCL25 biotinilado se descubrié que ni los linfocitos T (linfocitos CD4+; linfocitos CD8+) ni los
monocitos (monocitos CD14+) de la sangre periférica de un donante sano (Figuras 7a, 7b y 7c) se unian con la
quimiocina biotinilada. Por el contrario, aproximadamente 80 % de los linfocitos CD8+ y aproximadamente 90 % de
los linfocitos CD4+ y los monocitos de un paciente con enfermedad de Crohn se unieron con CCL25 (Figuras 8a, 8b
y 8c).

EJEMPLO DE REFERENCIA 3 - Preparacion de una columna de quimiocinas para aféresis de células sanguineas.
A perlas de agarosa reticuladas con estreptavidina (ProZyme, San Leandro, CA, Estados Unidos) en el intervalo de
75 pm a 300 ym suspendidas (200 ml, ~50 %, v/v) en una solucion acuosa de fosfato sédico 25 mM (pH 7,0) y NaCl
150 mM se afiadié una solucion de 75 ug de CCL25 biotinilado (Almac Sciences) en el mismo tampoén a 22 °C y se
agitod lentamente de forma manual durante 3 min. Después de reposar durante otros 20 min, el soporte se filtro, se
lavo tres veces con fosfato sddico acuoso neutro/cloruro sédico y se cargé en una columna de vidrio (i.d. 25 mm,
longitud 12 cm).

EJEMPLO DE REFERENCIA 4 - Separacion de monocitos de sangre periférica de un donante sano con la columna
de quimiocinas del Ejemplo 3. Se analiz6 sangre periférica heparinizada de un donante masculino sano por
citometria de flujo para linfocitos CD4+, linfocitos CD8+ y monocitos CD14. Se filtraron 100 ml de la sangre a través
de la columna a un caudal de aproximadamente 8 ml por minuto y se lavé con tampoén de FACS. La sangre filtrada
se analizé para las mismas células. Se descubrié que aproximadamente 95 % de los monocitos se habian retenido
por la columna mientras que se habia recuperado mas del 90 % de cada uno de los linfocitos CD4+ y CD8+.

EJEMPLO DE REFERENCIA 5 - Leucoféresis adaptada
Disefo de columna y propiedades
Introduccion

La aféresis es un tratamiento establecido usado para agotamiento de componentes sanguineos, tales como
anticuerpos, lipoproteinas de baja densidad (LDL) y células sanguineas. La leucoféresis es el tratamiento de aféresis
usado para retirar glébulos blancos, leucocitos. El paciente esta conectado a un sistema de circulacion sanguinea
extracorporeo; la sangre se extrae de una vena en un brazo, se pasa a través de un dispositivo de columna y se
devuelve al otro brazo del paciente. Los efectos secundarios de tratamientos con leucoféresis varian de
acontecimientos leves como cefalea, mareos, hipotension, palpitacion y sofocaciones vistos en de 0,1 a 5 % de los
pacientes tratados.

La columna

Se presente que la columna se use como un tratamiento de leucoféresis para enfermedad inflamatoria del intestino,
incluyendo enfermedad de Crohn (EC) y colitis ulcerosa (CU). Retirara especificamente leucocitos que se dirigen al
intestino que expresan CD14, HLA-DR, CCR9 y/o CCR7 mediante el uso de reactivos de uniéon adecuados
contenidos en una resina, aprovechando la interaccion de CD14, HLA-DR, CCR9 y/o CCR7-reactivo de unioén. La
columna consiste en tres componentes combinados, la carcasa de plastico, la matriz BigBeads de estreptavidina
(SA) Sepharose™ vy reactivo de union unido a la matriz. El tratamiento se realiza usando las mismas técnicas que un
procedimiento de aféresis convencional.

La carcasa de plastico (FIGURA 9)
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La carcasa de plastico, disefiada para mantener un flujo sanguineo continuo a través de la matriz, consiste en un
cuerpo transparente y parte superior de color rojo. La parte superior tiene una placa de distribucion (2) en el sitio de
flujo de entrada (1) para propagar la sangre uniformemente sobre el area de matriz completa. La placa es la primera
barrera de seguridad que evita que particulas mayores fluyan a través de la columna y al paciente. Se colocan
unidades de filtro de seguridad (3 y 4) en los sitios de flujo de entrada (1) y flujo de salida (5) de la carcasa de
plastico. La unidad de filtro de seguridad contiene tres filtros disefiados para ser una barrera robusta y detener todas
las particulas mayores que las células sanguineas que pasan a través de la columna. El disefio de la carcasa de
plastico se muestra en la Figura 9. El disefio con filtros de seguridad (3 y 4) en ambos extremos del dispositivo de
columna minimizara el riesgo de filtracién de particulas al paciente, incluyendo en el caso de que el dispositivo se
coloque boca abajo con el flujo de sangre en la direccién opuesta a la anticipada.

BigBeads de estreptavidina Sepharose ™

El segundo componente en el dispositivo es la matriz de afinidad denominada BigBeads de Estreptavidina
Sepharose™ (Sepharose™ GE Healthcare, Suecia). Sepharose™ es una forma en perlas, reticulada, de agarosa,
que es un polisacarido extraido de algas. Sepharose™ y agarosa se usan habitualmente como matrices de columna
en técnicas de afinidad biomédicas. Se elige por su capacidad de distribucion dptima y puede proporcionar una gran
area disponible para unién de afinidad.

bTECK

Acoplado con la matriz esta el tercer componente del dispositivo, en este ejemplo el bTECK. Este péptido bTECK es
una version sintética, modificada técnicamente de la quimiocina humana TECK, que esta truncada y biotinilada, pero
conserva su actividad de unién con el receptor de TECK CCRO9. Biotinilando el TECK modificado técnicamente, se
puede unir con las moléculas de estreptavidina en la matriz de Sepharose™. Se sabe que la unién de biotina-
estreptavidina es una de las interacciones bioldgicas mas fuertes con una Kd en el orden de 4 x 10-'* M. La relacion
calculada de sitios de unién a estreptavidina:biotina en la columna es de 10:1. Por lo tanto, el acoplamiento entre la
matriz y bTECK sera inmediato, minimizando el riesgo de desacoplamiento de bTECK de la matriz.

El sistema de aféresis

Para realizar la leucoféresis se necesitan los siguientes componentes: la columna, el sistema de tubos, y una bomba
4008 ADS (Fresenius Medical Care).

El circuito

El sistema se ilustra en la Figura 10. El paciente (1) se conecta al circuito extracorpéreo mediante agujas Venflon
estériles a venas en los brazos derecho e izquierdo. También esta conectada una bolsa de solucién salina (3) y la
solucion salina se bombea con una bomba ACD (2). Se extrae sangre de un brazo del paciente a través del sistema
de tubos estériles por la bomba sanguinea (4) y se pasa a través de la columna (6) y de vuelta al paciente. El
sistema de tubos esta conectado a la columna mediante acoplamientos de cierre luer de dialisis convencionales. Los
acoplamientos en la columna estan clasificados por color para su correcto ensamblaje; tubos rojos para flujo de
entrada a la parte superior de columna roja y tubos azules para flujo de salida de vuelta al paciente. Esta presente
un detector de aire (8). Se emplean la presiéon de entrada (5) y sensores Pven (7) para supervisar la presion en el
circuito.

La bomba 4008 ADS

Una bomba de aféresis, de Fresenius Medical Care, supervisa el flujo de entrada y el flujo de salida del paciente, la
presion en la circulacion extracorpoérea y puede diferenciar el aire por un captador de burbujas y detector de aire. Se
coloca un filtro de captura de coagulos dentro del captador de burbujas. La bomba también tiene un detector 6ptico
para diferenciar entre luz, por ejemplo, solucion salina o aire presente en el sistema de tubos y oscuridad, por
ejemplo sangre presente en el sistema de tubos.

Se muestra un diagrama esquematico de la bomba, que muestra el detector de aire y el filtro éptico en la Figura 11.
Si el sistema de bomba detecta burbujas de aire y fluctuaciones 6pticas o si los valores de presion extracorporea
estan fuera del intervalo establecido, entonces la bomba se detiene inmediatamente y se emite una alarma
visual/auditiva.

Leyenda para la FIGURA 11:

1. Monitor

2. Soporte para bolsa de residuos

3. Mddulos (de izquierda a derecha - Bomba sanguinea, bomba de ACD, detector de aire)
4. Sitios de reserva para médulos adicionales

5. Soporte de absorbente
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6. Detector de goteo
7. Polo IV

Preparacion del paciente

Se administraran al paciente anticoagulantes antes de cada sesion de tratamiento. Se usara una solucion salina
estéril con heparina 5000 IE para preparacion del sistema extracorporeo, a continuacion, se afiadira una inyeccion
de embolada con heparina 4000 IE al circuito al inicio de cada sesién de tratamiento.

Tiempo y caudal de leucoféresis

El sistema de leucoféresis deberia manejarse a un caudal de 30-60 ml/min. Un tratamiento se finaliza después de
haber circulado 1800 ml de sangre.

Condiciones de almacenamiento

Los dispositivos de columna deberian almacenarse a entre 1 y 25 °C evitando la congelacion y temperaturas mas
elevadas. Los datos de estabilidad >3 meses indican que no hay ninguna diferencia en funcionalidad a lo largo del
tiempo o por temperatura (temperatura ambiente y refrigerado). Las columnas se mantendran en condiciones
refrigeradas hasta su uso. Deberia evitarse el dafio mecanico como los resultantes de vibraciones violentas y
traumatismo. No deberia usarse una columna almacenada fuera de estas recomendaciones.

Condiciones de transporte

Los dispositivos de columna se transportaran en condiciones refrigeradas, evitando la congelacion y temperaturas
mas elevadas. Deberia evitarse el dafio mecanico tal como el resultante de vibraciones violentas y traumatismo.

EJEMPLO DE REFERENCIA 6 - estudios no clinicos
Agotamiento in vitro de poblaciones celulares diana

Para investigar la capacidad de eliminar células que expresan CCR9, se han realizado ensayos in vitro en la matriz
acoplada a bTECK. Se recogi6 sangre de donantes de sangre y pacientes con enfermedad inflamatoria del intestino
y se paso a través del dispositivo de columna que contenia matriz acoplada a bTECK. Se tomaron muestras de
sangre antes y después del pase de columna y se analizaron mediante citometria de flujo (FACS) con respecto al
agotamiento de células que expresan CCRO.

Los resultados demuestran agotamiento significativo de la poblacion diana de células que expresan CCR9 CD14
positivas después de la perfusion de la matriz; mientras que las células CD14 positivas totales permanecieron sin
cambios. Se realizaron ensayos de agotamiento en sangre de donantes sanos y pacientes con Ell confirmando
efectos similares. Los resultados se muestran en las Figuras 12 y 13 respectivamente.

En conclusion, los resultados in vitro demuestran una reduccion especifica de 50-75 % de las células que expresan
CCRO por la columna. Las células que no expresaban CCR9 no se vieron afectadas.

EJEMPLO DE REFERENCIA 7 - sumario de sintesis de TECK-PEG-Biotina
Molécula diana:

TECK (sustitucion Met a Nleu) derivatizada en la funcionalidad de cadena lateral e-amino de Lys72 con PEG-Biotina
(sal de TFA)

Modificaciones:

Forma truncada de TECK humana correspondiente a los restos 1-74 de la proteina madura, que abarca la secuencia
correspondiente al pliegue de quimiocina. La proteina madura de longitud completa es de 127 aminoacidos (el
péptido sefial es de 23 aminoacidos en una proteina inmadura de 150 aminoacidos). La metionina individual dentro
de la secuencia se alterd a norleucina, para mitigar contra oxidacion de este resto durante el ensamblaje de cadena,
que se observé durante la sintesis del derivado de secuencia natural. La GIn en el extremo N terminal de las
proteinas se somete a formacion de piroGlu en condiciones fisiolégicas. Por lo tanto, GIn1 de la secuencia se
sustituyd con piroglutamina para evitar que se generaran especies mixtas de GIn N-terminal y piroGlu. Esto mejora
la produccioén de sintesis y asegura una preparacion de quimiocina homogénea mediante fabricacién en columna y
uso. La lisina de origen natural en la posiciéon 72 se modific6 mediante biotinilacion en la resina. Se incorporé un
espaciador de PEG entre la funcionalidad de € amino y la biotina.

La secuencia de aminoacidos lineal (SEQ ID NO: 1) se muestra, antes de la union del espaciador de PEG y
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moléculas de biotina en el aminoéacido 72
(K):H-XGVFEDCCLAYHYPIGWAVLRRAWTYRIQEVSGSCNLPAAIFYLPKRHRKVCGNPKSREVQ
RAXKLLDARNKVF-OH

X1 = piroGlu o Gin

X64 = Norleucina

La secuencia de TECK modificada técnicamente se ensamblé en un soporte sélido, usando protocolos de Fmoc
para sintesis de péptidos en fase sélida (SEQ ID NO: 2):
H-XGVFEDCCLAYHYPIGWAVLRRAWTYRIQEVSGSCNLPAAIFYLPKRHRKVCGNPKSREVQ RAXKLLDARNXVF-
RESINA

X1 = piroGlu o Gin

X64 = Norleucina

X72 = K(Dde)

Se incorporé FmocLys(Dde)-OH como el resto 72 para facilitar el marcaje especifico de sitio en esta posicion de la
proteina.

Sustitucion de Met a Nle.

Sustitucion de GIn N terminal a acido piroglutamico.

Retirada de proteccién de Dde:

El grupo protector de Dde se retir6 por tratamiento de toda la resina (2,5 g) con una solucion de hidrazina al 2 % en
DMF (100 ml) durante un periodo de 1 hora para proporcionar 2,0 g de resina.

Etapas de marcaje:

1. Acoplamiento de Fmoc-acido 8-amino-3,6-dioctanoico

Se hincho resina (1,5 g) en DMF (2 ml) y después se afiadié una solucién de Fmoc-acido 8-amino-3,6-dioctanoico
(0,38 g, 1 mmol), solucion de DIC (2 ml, 0,5 M en DMF) y soluciéon de HOCt (2 ml, 0,5 M en DMF). La mezcla se
sonico durante 2 horas y después se lavé con DMF.

2. Recubrimiento

La resina se recubrié con solucion de DMF/anhidrido acético 0,5 M (20 ml) durante 5 minutos y después se lavo con
DMF.

3. Desproteccion de Fmoc

Se llevo a cabo desproteccion de Fmoc por tratamiento con piperidina 20 % en solucion de DMF (2 x 50 ml) durante
15 minutos cada uno. La resina se lavo con DMF.

4. Acoplamiento de Biotina-OSu

Se afadié una solucion de Biotina-éster de NHS (341 mg, 1 mmol) y DIPEA (348 pl, 2 mmol) en DMF (10 ml) a la
resina y la mezcla se sonicé durante 3 horas. La resina se lavé exhaustivamente con DMF y DCM y después se
seco al vacio. Resina seca obtenida = 1,5 g.

Escision:

Resina peptidica seca (1,5g) y la mezcla se escindi6 con TFA (30 ml) que contenia un céctel neutralizante
consistente en TIS, tioanisol, agua, EDT y fenol y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 6 horas. La
solucion se filtré en éter frio y la resina se aclaré con TFA. El péptido se centrifugo, se lavé con éter, se centrifugo y
se liofilizo para proporcionar 1,0 g de péptido en bruto.

Protocolo de plegamiento:

Se disolvid péptido en bruto (100 mg) en GnHCI 6 M (233 ml) y después se diluyéd rapidamente hasta una
concentracion de GnHCI 2 M mediante la adicién de TRIS 50 mM pH 8 (467 ml) que contenia GSSG 0,5 mMy GSH
5 mM. La mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 2,5 dias y después se analizé6 por HPLC (Columna
Jupiter C18 de 250 x 4,6 mm, B 10-60 % durante 30 minutos). El analisis de HPLC confirmé la formacion del
producto deseado asi como productos secundarios plegados errébneamente.

Purificacion:

La proteina plegada se purifico por HPLC de fase inversa usando una columna Jupiter C18, de 250 x 21 mm,
9 ml/min, B 10-60 % durante 50 minutos. Se proporcionaron 11,1 mg de Nle-TECK-Biotina plegada pura.
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La Figura 14 muestra HPLC de Biotina-TECK (Nleu) plegada purificada. La proteina se eluyd en un tnico pico a 21,6
min.

La Figura 15 muestra ionizacion por electropulverizacion con datos de espectrometria de masas en tandem (ES/MS)
de Biotina-TECK (Nleu) plegada purificada. La masa esperada era de 8959,4 Da.

Datos de ensayos funcionales:

Se ensayo TECK-Biotina-Nle con respecto a actividad agonista en un ensayo de Aequorina contra hCCR9,
(Euroscreen) y se indico un valor de CE50 de 63,6 nM, en comparacion la CE50 para TECK nativa es de 67,87 nM.

La quimiocina activa final tiene por lo tanto la siguiente secuencia (SEQ ID NO: 3):
H-XGVFEDCCLAYHYPIGWAVLRRAWTYRIQEVSGSCNLPAAIFYLPKRHRKVCG
NPKSREVQRAXKLLDARNXVF-OH

X1 = piroGlu

X64 = norleucina

X72 = un resto de aminoacido que puede biotinilarse, tal como lisina, ornitina o acido diaminopropiénico y
opcionalmente esta biotinilado, opcionalmente mediante una molécula espaciadora tal como PEG, tal como K(PEG-
Biotina)

EJEMPLO DE REFERENCIA 8 - sintesis de biotina MIP-33 (CCL19)

Ensamblaje:

Se realizd sintesis quimica de quimiocinas usando técnicas de sintesis de péptidos de fase soélida (SPPS) Fmoc
convencionales en un sintetizador peptidico ABI 433. Se usaron DIC (0,5 M en DMF) y OxymaPure (0,5 M en DMF)
para activacion, anhidrido acético (0,5 M en DMF) para recubrimiento y piperidina 20 % en DMF para desproteccion
de Fmoc. Se utilizé resina de Amida Rink para la generacion de quimiocinas de amida C terminales y resina Wang
para quimiocinas de acido C terminal. Después del ensamblaje, la resina se lavé con DMF y DCM y después se
seco al vacio.

Retirada de proteccién de Dde:

El grupo de proteccion de Dde se retird por tratamiento de resina con una soluciéon de hidrazina 2,5 % en DMF
(200 ml) durante un periodo de 2 horas. La resina se lavd después con DMF.

Etapas de marcaje:

1. Acoplamiento de Fmoc-acido 8-amino-3,6-dioctanoico (PEG)

La resina se hinch6 en DMF y después se afadié una solucién de Fmoc-acido 8-amino-3,6-dioctanoico (0,38 g,
1 mmol), solucién de DIC (2 ml, 0,5 M en DMF) y solucion de OxymaPure (2 ml, 0,5 M en DMF). La mezcla se sonicé
durante 3 horas y después se lavé con DMF.

2. Recubrimiento

La resina se recubrié con solucién de anhidrido acético (0,5 M en DMF, 10 ml) durante 5 minutos y después se lavd
con DMF.

3. Desproteccion de Fmoc

Se llevo a cabo desproteccion de Fmoc por tratamiento con piperidina 20 % en solucion de DMF (2 x 50 ml) durante
15 minutos cada una. La resina se lavo con DMF.

4. Acoplamiento de Biotina-OSu

Se afiadié una solucién de Biotina-OSu (341 mg, 1 mmol) y DIPEA (348 ul, 2 mmol) en DMF (10 ml) a la resina y la
mezcla se sonico durante 3 horas. La resina se lavé exhaustivamente con DMF y DCM y después se seco al vacio.

Escision:
Se trat6 resina seca con TFA (10 ml) que contenia un céctel neutralizante consistente en TIS (500 pl), tioanisol
(500 pl), agua (500 pl), DMS (500 pl), EDT (250 pl), NH4l (500 ug) y fenol (500 ug) y la mezcla se agitdé a

temperatura ambiente durante 5 horas. La solucion se filtré en éter frio y la resina se aclaré con TFA. El péptido
precipitado se centrifugo, se lavo con éter, se centrifugo y se liofilizo.
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Protocolo de Purificacion:

El péptido en bruto se purificé por HPLC de fase inversa (RP-HPLC) usando una columna Jupiter C18 de 250 x
21 mm, 9 ml/min, eluyendo con un gradiente optimizado [Tampén A: agua que contenia TFA 0,1 %, Tampoén B:
acetonitrilo que contenia TFA 0,1 %].

Protocolo de plegamiento:

Se disolvio péptido puro (10 mg) en GnHCI 6 M (16 ml) y después se diluyd rapidamente hasta una concentracion de
GnHCI 2 M mediante la adicion de TRIS 50 mM pH 8,5 (84 ml) que contenia GSSG 0,3 mM y GSH 3 mM. La mezcla
se agité a temperatura ambiente durante 24 horas y después se analizd por RP-HPLC (columna Jupiter C18, 250 x
4,6 mM, B 10-60 % durante 30 minutos. La purificacion por RP-HPLC usando un gradiente optimizado proporcion6 el
producto deseado.

Molécula diana: MIP-3B derivatizado en la funcionalidad de cadena lateral € amino de Lys (78) con Biotina (sal de
TFA)

Modificaciones: MIP-38 humano correspondiente a los restos 1-77, se expresa inicialmente como 98 aminoacidos
que comprenden el pliegue de quimiocina y un péptido sefial de 21 aminoacidos que se escinde. Se insertd una
lisina adicional en el extremo C, en la posicién 78, y se modificé mediante biotinilaciéon en la resina.

Se muestra la secuencia de aminoacidos lineal (SEQ ID NO: 4), antes de unién de la molécula de biotina en el
aminoacido 78 (K):

H-GTNDAEDCCLSVTQKPIPGYIVRNFHYLLIKDGCRVPAVVFTTLRGRQLCA
PPDQPWVERIIQRLQRTSAKMKRRSSX-NH2

X es un resto de aminoacido que puede biotinilarse, tal como lisina, ornitina o acido diaminopropionico y
opcionalmente se biotinila, opcionalmente mediante una molécula espaciadora tal como PEG, por ejemplo, K (PEG-
biotina).

La secuencia de MIP-33 modificada técnicamente se ensambld en un soporte solido (resina de Amida de Rink),
usando protocolos de Fmoc para sintesis de péptidos de fase sélida como se describe en la seccién de protocolos
general:

H-GTNDAEDCCLSVTQKPIPGYIVRNFHYLLIKDGCRVPAVVFTTLRGRQLCA
PPDQPWVERIIQRLQRTSAKMKRRSSX-RESINA

X es FmocLys (ivDde)

Se incorporé FmocLys (ivDde)-OH como el resto 78 para facilitar el marcaje especifico de sitio en esta posicion de la
proteina (SEQ ID NO: 5). Se llevé a cabo retirada posterior del grupo protector de ivDde, seguido de acoplamiento
de la Biotina, como se describe en la seccién de protocolo general. Se llevaron a cabo protocolos de escision,
purificacion y plegamiento como se describe para facilitar la quimiocina activa deseada (SEQ ID NO: 6).
H-GTNDAEDCCLSVTQKPIPGYIVRNFHYLLIKDGCRVPAVVFTTLRGRQLCA
PPDQPWVERIIQRLQRTSAKMKRRSSX-NH2

X es K (biotina)

lonizacién por electropulverizacion con datos de espectrometria de masas en tandem (ESI-TOF-MS) de biotina MIP-
3B plegada purificada: obtenida = 9148,8 Da; esperada 9149,7 Da.

Datos de ensayos funcionales:

Se ensayo biotinaMip-3 con respecto a actividad agonista en un ensayo de Aequorina frente a hCCR7 (Euroscreen)
y se indico un valor de CE50 de 11,0 nM, en comparacion la CE50 para MIP-3 nativo recombinante es de 1,6 nM.

EJEMPLO DE REFERENCIA 9 Tratamiento de enfermedad de Crohn (CD)

Materiales y métodos

1. Analisis citométrico de flujo de sangre periférica

Se recogi6 sangre periférica de pacientes y controles sanos en tubos de heparina. Los glébulos rojos se lisaron
usando Tampén Fix (citrato de solucion salina tamponada con fosfato (PBS) con paraformaldehido al 4 %) durante 4
minutos a 37 °C y tampén de lisis (PBS con Tris 10 mM y NH4CI 160 mM, pH 7,5) durante 15 min a 37 °C. Las
células se lavaron en PBS con suero de cultivo bovino 2 %, se incubaron con suero humano 10 % durante 15

minutos a temperatura ambiente (TA) y se tifieron con anticuerpos (Tabla 2) a 4 °C durante 30 min. Las células se
analizaron por citometria de flujo en un citometro de flujo FACS Canto con el software FACSDiva (BD Biosciences).
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Tabla 2. Lista de anticuerpos para analisis citométrico de flujo.

Anticuerpo Fluoroéforo Proveedor
CD14 FITC Beckman Coulter
Estreptavidina |PE, APC Biolegend

CD16 PE Cy7 BD Biosciences
CCR9 APC R&D Systems
HLADR APC Cy7 Biolegend

CD3 V450 BD Biosciences
CD19 V500 BD Biosciences

2. Ensayo de unién a quimiocinas

Se recogi6 sangre periférica de pacientes y controles sanos en tubos de heparina. Los glébulos rojos se lisaron
usando Tampén Fix (citrato de solucion salina tamponada con fosfato (PBS) con paraformaldehido al 4 %) durante 4
minutos a 37 °C y tampén de lisis (PBS con Tris 10 mM y NH4CI 160 mM, pH 7,5) durante 15 min a 37 °C. Las
células se lavaron en PBS con suero de cultivo bovino 2 %, se incubaron con suero humano 10 % durante 15
minutos a temperatura ambiente (TA) y se tifieron con anticuerpos especificos de células junto con quimiocina
biotinilada (1 uM) o el anticuerpo de receptores de quimiocinas correspondientes a 4 °C durante 30 min (Tabla 2). La
quimiocina biotinilada se detectdé mediante la interaccion entre biotina y una estreptavidina conjugada con fluoréforo.
Las muestras se analizaron mediante citometria de flujo en un citémetro de flujp FACS Canto con el software
FACSDiva (BD Biosciences).

3. Agotamiento de células por matriz conjugada con quimiocina biotinilada

Se prepararon células a partir de sangre periférica (seccion 1). Se lavé 1 ml de matriz de Sepharose BigBeads con
Estreptavidina 0,4 mg/ml (GE Healthcare) en 50 ml de PBS y se afadié a un tubo de poliestireno de 5 ml (BD
Falcon™). Se afiadié quimiocina biotinilada (1 uM) al tubo y se incubé durante 20 minutos a TA para permitir la
inmovilizacién de la quimiocina en la matriz mediante la interacciéon de biotina-estreptavidina. A continuacion, las
células se afiadieron a la matriz-quimiocina y se incubaron durante 20 minutos a TA. Las células que no se unieron
con la matriz se retiraron lavando la matriz con PBS en un filiro de nylon de 40 um estéril (Tamiz Celular BD
Falcon™). Las células de flujo continuo se tifieron con anticuerpos (Tabla 2), se analizaron mediante citometria de
flujo y se compararon con células de sangre periférica que no se habia incubado con la matriz-quimiocina.

Resultados y analisis

Enfermedad de Crohn (EC)

1. Andlisis citométrico de flujo de sangre periférica

Se analizaron glébulos blancos de pacientes con EC con citometria de flujo. Los pacientes mostraron numeros
mayores de monocitos que expresaban CCR9 en circulacion, una media de 13 % en comparacidon con
aproximadamente 7 % en sangre sana (Figura 17).

2. Ensayo de unién a quimiocina

CCR9 se une con la quimiocina que se dirige al intestino TECK (CCL25) y es importante para la migracion celular al
intestino delgado. De acuerdo con la expresion de CCR9, el 14 % de los monocitos se unen con la TECK biotinilada
(bTECK) (Figura 18).

3. Agotamiento celular mediante matriz conjugada con quimiocina biotinilada

89 % de los monocitos que expresaban CCR9 se agotaron eficazmente con Matriz de Estreptavidina de Sepharose
conjugada con bTECK. Antes del agotamiento hubo 7,2 % de monocitos que expresaban CCR9 y después del

agotamiento 0,8 % (Figura 19).

80 % de los monocitos que expresan CCR9 también tienen una alta expresion de HLADR lo que sugiere un fenotipo
proinflamatorio (Figura 20).

Se concluye que los monocitos en EC (monocitos CD14*HLA-DR") expresan CCR9 y se unen con el ligando
bTECK. Ademas, la mayoria de los monocitos que expresan CCR9 pueden retirarse con matriz de Estreptavidina de
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Sepharose conjugada con bTECK.
EJEMPLO DE REFERENCIA 10 Diagnodstico y tratamiento de SlI

Los inventores han descubierto sorprendentemente que pacientes con Sindrome del Intestino Irritable (SIl), o un
sujeto que padece SlI, presentan una frecuencia (o un nivel) aumentada de células que expresan receptores de
quimiocinas, en particular monocitos, mas especificamente monocitos que expresan CCR9. Por lo tanto, los
pacientes con Sll pueden presentar inflamacién que es comparable a la mostrada por pacientes que padecen Ell. El
sindrome del intestino irritable (Sll) es una afecciéon caracterizada por dolor abdominal cronico, incomodidad,
hinchazén y alteracion de los habitos intestinales. Se diagnostica en la actualidad basandose solamente en los
sintomas. En consecuencia, la identificacion de un componente proinflamatorio proporciona nuevas vias de
tratamiento y diagndstico de esta afeccion debilitante.

Materiales y métodos
1. Andlisis citométrico de flujo de sangre periférica

Se recogié sangre periférica de pacientes y controles sanos en tubos con heparina. Los glébulos rojos se lisaron
usando Tampon Fix (citrato de solucién salina tamponada con fosfato (PBS) con paraformaldehido 4 %) durante 4
minutos a 37 °C y tampén de lisis (PBS con Tris 10 mM y NH4CI 160 mM, pH 7,5) durante 15 min a 37 °C. Las
células se lavaron en PBS con suero de cultivo bovino 2 %, incubado con suero humano 10 % durante 15 minutos a
temperatura ambiente (TA) y se tifieron con anticuerpos (Tabla 3) a 4 °C durante 30 min. Las células se analizaron
por citometria de flujo en un citémetro de flujo FACS Canto con el software FACSDiva (BD Biosciences).

Tabla 3. Lista de anticuerpos para analisis citométrico de flujo.

Anticuerpo Fluoréforo Proveedor
CD14 FITC Beckman Coulter
Estreptavidina |PE, APC Biolegend

CD16 PE Cy7 BD Biosciences
CCR9 APC R&D Systems
HLADR APC Cy7 Biolegend

CD3 V450 BD Biosciences
CD19 V500 BD Biosciences

2. Ensayo de union de quimiocina

Se recogi6 sangre periférica de pacientes y controles sanos en tubos de heparina. Los gloébulos rojos se lisaron
usando Tampon Fix (citrato de solucién salina tamponada con fosfato (PBS) con paraformaldehido 4 %) durante 4
minutos a 37 °C y tampén de lisis (PBS con Tris 10 mM y NH4CI 160 mM, pH 7,5) durante 15 min a 37 °C. Las
células se lavaron en PBS con suero de cultivo bovino 2 %, se incubaron con suero humano 10 % durante 15
minutos a temperatura ambiente (TA) y se tifieron con anticuerpos especificos de células junto con quimiocina
biotinilada (1 uM) o el anticuerpo de receptor de quimiocina correspondiente a 4 °C durante 30 min (Tabla 3). La
quimiocina biotinilada se detecté mediante la interaccion entre biotina y una estreptavidina conjugada con fluoréforo.
Las muestras se analizaron por citometria de flujo en un citémetro de flujo FACS Canto con el software FACSDiva
(BD Biosciences).

3. Agotamiento de células por matriz conjugada con quimiocina biotinilada

Se prepararon células a partir de sangre periférica (seccion 1). Se lavé 1 ml de matriz de Sepharose BigBeads
conjugada con Estreptavidina 0,4 mg/ml (GE Healthcare) en 50 ml de PBS y se afadi6 a un tubo de poliestireno de
5ml (BD Falcon™). Se afiadié quimiocina biotinilada (1 uM) al tubo y se incubé durante 20 minutos a TA para
permitir la inmovilizacién de la quimiocina en la matriz mediante la interaccion de biotina-estreptavidina. A
continuacion, las células se afadieron a la matriz de quimiocina y se incubaron durante 20 minutos a TA. Las células
que no se unieron con la matriz se retiraron por lavado de la matriz con PBS en un filtro de nylon de 40 pm estéril
(Tamiz Celular BD Falcon™). Las células de flujo continuo se tifieron con anticuerpos (Tabla 3), se analizaron
mediante citometria de flujo y se compararon con células de sangre periférica que no se habian incubado con la
quimiocina-matriz.
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Resultados y analisis
Sindrome del intestino irritable (SlI)

Se analizaron globulos blancos de pacientes con Sll con citometria de flujo. Los pacientes mostraron nimeros
aumentados de monocitos que expresaban CCR9 en circulaciéon en comparacion con sangre sana (Figura 21).

El sindrome de intestino irritable es una afeccién caracterizada por dolor abdominal crénico, incomodidad, hinchazén
y alteracién de los habitos intestinales. Se diagnostica en la actualidad basandose solamente en los sintomas. Los
sintomas del Sl son muy similares a Ell, enfermedad de Crohn (EC) y colitis ulcerosa (CU), que también muestran
un aumento de monocitos que expresan CCR9 (Figura 24).

CCR9 se une con la quimiocina que se dirige al intestino TECK (CCL25) y es importante para la migracion celular al
intestino delgado. Los monocitos en sangre de pacientes con Sl se unen con la TECK biotinilada (bTECK) (Figura
22).

Se muestra el agotamiento de monocitos que expresan CCR9 en pacientes con Sll usando matriz de estreptavidina
de sepharose conjugada con bTECK en la Figura 23.

Aproximadamente el 25 % de los monocitos que expresan CCR9 también tienen una alta expresion de HLADR lo
que sugiere un fenotipo proinflamatorio (Figura 25a). Estas células pueden agotarse usando matriz de estreptavidina
de sepharose conjugada con bTECK (Figura 25b).

Se concluye que los monocitos en Sll expresan CCR9 y se unen con el ligando bTECK. Ademas, la mayoria de los
monocitos que expresan CCR9 pueden retirarse con matriz de Estreptavidina de Sepharose conjugada con bTECK.
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REIVINDICACIONES

1. Un reactivo de union capaz de unirse especificamente a un marcador de monocitos CD14*HLA-DR" seleccionado
de CCRO9, para su uso en el tratamiento de la enfermedad inflamatoria del intestino, en donde el reactivo de unién se
inmoviliza en un soporte sdlido contenido dentro de una columna de aféresis, a la que se aplica sangre periférica de
un paciente, retirando asi los monocitos CD14*HLA-DR" de la sangre periférica del paciente o sujeto, y en donde el
agente de unién es un anticuerpo anti CCRO.

2. El reactivo de union de la reivindicacion 1, en donde la enfermedad inflamatoria intestinal es colitis ulcerosa o
enfermedad de Crohn.

3. Un método para diagnosticar, supervisar la progresion o supervisar el tratamiento de la enfermedad inflamatoria
del intestino, que comprende determinar los niveles de monocitos que expresan CCR9 en una muestra obtenida de
un sujeto, en donde niveles altos de monocitos que expresan CCR9 o niveles aumentados de monocitos que
expresan CCR9 en comparacién con los niveles de monocitos que expresan CCR9 en un sujeto sano, indican la
presencia o la progresion de la enfermedad inflamatoria del intestino, y en donde el sujeto ha sido tratado utilizando
un agente de unién de acuerdo con la reivindicacion 1.

4. El método de la reivindicacion 3, en el que la enfermedad inflamatoria del intestino es colitis ulcerosa o
enfermedad de Crohn.

5. El método de la reivindicacion 3 o 4, en el que la muestra es una muestra de sangre periférica.

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones 3-5, en el que niveles disminuidos de monocitos que expresan
CCRS9 se correlacionan con un tratamiento exitoso.
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