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DESCRIPCION
Uso de conjugados de ligandos del receptor de FSH y agentes antitumorales para la terapia del cancer
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a la terapia y en particular a la terapia de numerosos tipos de cancer, por medio de
composiciones que se dirigen especificamente al receptor de FSH objetivo expresado por células endoteliales
sanguineas circulantes.

Antecedentes de la invencion
Diagnéstico de cancer

La evaluacion microscépica de una seccion de tejido tomada de un tumor sigue siendo el estandar de oro para
determinar un diagnéstico de cancer. El andlisis de DNA gendmico, los genes transcritos y las proteinas expresadas
afnaden informacién importante a las caracteristicas histolégicas detectadas en las imagenes del microscopio. El
diagnéstico del mafana, la informacién prondstica y la eleccion del tratamiento se basaran probablemente en una
evaluacion sinoptica de la morfologia junto con el analisis de acidos nucleicos y proteinas.

A pesar del notable progreso dentro de la biologia molecular, el diagnostico del cancer todavia se basa en el uso de
microscopia oOptica. El desarrollo de herramientas moleculares ha jugado un papel importante, aunque hasta el
momento incremental, para distinguir una célula cancerosa de una célula normal. EIl método mas comiunmente
utilizado ademas de la tincion histoquimica de las secciones de tejido es la inmunohistoquimica, que permite la
deteccion de patrones de expresién de proteinas en tejidos y células utilizando anticuerpos especificos. El uso de la
inmunohistoquimica en el diagnéstico clinico ha proporcionado una posibilidad no solo de analizar la arquitectura de
los tejidos y la morfologia celular, sino también de detectar la inmunoreactividad en diferentes poblaciones celulares.
Esto ha sido importante para apoyar la clasificacion exacta y la clasificacion de diferentes tumores primarios, asi
como en el diagnéstico de metastasis de origen desconocido. Los anticuerpos mas cominmente utilizados en la
practica clinica actual incluyen anticuerpos frente a marcadores de tipo celular, por ejemplo, PSA, MelanA,
Tiroglobulina y anticuerpos que reconocen filamentos intermedios, antigenos de CD, etc. y marcadores de potencial
maligno, por ejemplo, Ki67, p53, HER-2. Todos los marcadores tumorales, medibles ya sea en suero o en muestras
de tejido, son generalmente Utiles en el cribado, diagnéstico, prondstico o terapia de monitorizacion y/o para la
indicacion temprana de recaida. Un marcador tumoral ideal deber tener una alta sensibilidad, especificidad y
reproducibilidad y deberia incluirse en una prueba practica, facil y rentable. Tal marcador también deberia tener que
predecir el pronostico y ser Util en el manejo del paciente. Quedan por descubrir marcadores que cumplan todas
estas condiciones.

El cancer de préstata

El cancer de prostata (PCa) es el cancer mas comun en hombres en los paises desarrollados [Stenman et al., 2005;
Wilson, 2005]. El PCa es la segunda causa de mortalidad por cancer en hombres en Francia (11% de muertes por
cancer) [www.doctissimo.fr/html/dossiers/cancer_prostate.htm], afecta al 17% de la poblacion masculina en los
Estados Unidos [Wilson, 2005; Jemal et al., 2008], y supera al pulmén como el sitio de cancer mas frecuente en
Italia [AIRT working group, 2006]. La incidencia de cancer de préstata y la tasa de muerte debido a la enfermedad
aumentan exponencialmente con la edad [Scardino, 2003]. Debido al aumento en el porcentaje de la poblacién de
edad, se espera que en los Estados Unidos el nimero de casos de cancer de préstata aumente de 234000 en 2006
a 380000 en 2025 [Scardino, 2003].

La deteccién temprana es esencial para la terapia curativa del cancer de préstata y para lograr una disminucion en la
mortalidad por cancer de préstata. Desafortunadamente, las pruebas disponibles pueden detectar solo aquellos
canceres lo suficientemente grandes como para ser palpables, visibles en el ultrasonido o capaces de elevar el nivel
sérico de antigeno prostatico especifico (PSA).

La deteccién se realiza con un examen rectal digital (DRE) y la medicién del nivel de PSA (antigeno prostatico
especifico) en suero. Este Ultimo es el marcador bioquimico mas importante para la deteccion del cancer de prostata
[Ablin et al., 1970 a, b]. Sin embargo, la utilidad de las pruebas de PSA se limita por su incapacidad para diferenciar
el cancer de afecciones no malignas clinicamente irrelevantes (hiperplasia prostatica benigna, prostatitis, trauma y
retencidn urinaria) [Stenman et al., 2005; Zhu et al., 2006]. Ademas, se ha demostrado que la correlacion entre el
PSA y el cancer es méas débil de lo que se pensaba inicialmente, y el PSA se considera ahora solo como un
marcador significativo del tamafo de la prostata [Stamey et al., 2004]. Los pacientes que tienen hallazgos anormales
de DRE y/o niveles elevados de PSA deben ser evaluados adicionalmente con biopsia con aguja de prostata, a
menudo guiada por ultrasonografia transrectal [para revisidon, Akin and Hricak, 2007].

El diagndstico y la agresividad del tumor se establecen rutinariamente mediante el uso del sistema Gleason, que se
basa exclusivamente en el patrén arquitecténico de las glandulas del tumor de prdstata. Este método histolégico
evalla la eficacia con la que las células de cualquier tumor en particular son capaces de estructurarse en glandulas
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que se asemejan a una arquitectura de glandula normal muy bien diferenciada. En el sistema de clasificacion de
Gleason, los tejidos del tumor de prostata se clasifican de grado 1 (muy bien diferenciados) a grado 5 (no
diferenciados). La suma de los grados de las dos areas tumorales mas extendidas da la puntuacion de Gleason para
cada paciente, que varia de 2 a 10. Dado que solo se obtiene una pequefa cantidad de tejido prostatico por biopsia
con aguja, los errores de muestreo son comunes. Se necesitan grandes cantidades de muestras de biopsia de
diferentes regiones de la prostata para mejorar la deteccion del cancer y la evaluacion del riesgo [Macchia, 2004;
Remzi et al., 2005]. En los ultimos anos, las técnicas de alto rendimiento, tales como la espectrometria de masas y
el analisis de micromatrices, condujeron al descubrimiento de varios transcriptos y proteinas que se sobreexpresan
en los tumores de prostata [para revisién, Bradford et al., 2006]. Sin embargo, ninguno de ellos es satisfactorio para
fines de diagnéstico [Bradford et al., 2006].

Una de las proteinas recogidas que se expresa en los tumores de préstata, pero no en la prostata normal es el
receptor de la hormona estimuladora del foliculo (FSHR). Un anticuerpo policlonal anti-FSHR revelé la expresién
focal de FSHR en las areas basolaterales de los epitelios secretores en el tejido prostatico hiperplasico humano, y la
expresion focal, pero sin polaridad celular en los adenocarcinomas [Mariani et al., 2006]. A diferencia de los datos de
la presente invencion, Mariani et al., no mencionan ninguna seial de FSHR en los vasos sanguineos.

Otro estudio de inmunohistoquimica que utiliza un anticuerpo policlonal diferente reporté una fuerte tincion de FSHR
en estructuras glandulares de préstata cancerosas, y niveles mas bajos de tincion en las células intersticiales, pero
ninguna tincién en los vasos sanguineos. No se detecté tincion para FSHR en las glandulas prostaticas normales
[Ben-Josef, 1999]. Ademas, los datos son cuestionables, porque el peso molecular de la banda detectada por sus
anticuerpos no corresponde al tamafo conocido de FSHR vy, por lo tanto, podria ser una proteina no relacionada que
reacciona de forma cruzada con su anticuerpo.

Finalmente, una revision [Porter et al., 1991] sugiere que el FSH puede afectar la patogénesis y la progresion del
cancer de préstata y que la alteracién de la produccién de FSH puede llegar a ser un enfoque terapéutico activo. Sin
embargo, los autores no reconocen que el direccionamiento de FSHR expresado en el tumor de préstata de tejido
epitelial es dificil, porque los ligandos de FSHR suministrados a la sangre no pueden atravesar facilmente la barrera
endotelial [Vu Hai et al., 2004]. Hasta el momento, no existe un método terapéutico o diagnostico para dirigir a los
tumores de prostata para su uso clinico. En 2002 se describié un péptido que se une a microvasos tumorales de
prostata en una cepa de ratones transgénicos [Arap et al., 2002]. Sin embargo, hasta ahora no se sabe si el péptido
es adecuado para el diagnéstico o la terapia en humanos.

Se han propuesto anticuerpos radiomarcados de antigeno de membrana especificos anti-prostatico (PSMA) para el
diagnostico y terapia del cancer de préstata. Sin embargo, solo el 16% de los pacientes con adenocarcinoma de
préstata tienen inmunotincion positiva de PSMA asociada con la neovasculatura tumoral [Chang et al., 1999]. En
conclusién, no existen procedimientos alternativos validados para el direccionamiento especifico de la vasculatura
tumoral de prostata.

Compendio de la invencion

La presente invencion se basa en la identificacién de la presencia de FSHR en células endoteliales en tumores o en
células circulantes de pacientes con tumor, que nunca se ha mencionado en la técnica anterior.

Mas particularmente, los inventores presentan evidencia de que el FSHR, que esta ausente en el tejido prostatico
normal, esta altamente expresado por las células endoteliales de los vasos sanguineos, mas particularmente en
microvasos, asociados con tumores de prostata. Este es el primer marcador de tumor de prostata que se expone en
la superficie de las paredes de los vasos sanguineos del tumor y, como consecuencia, ofrece oportunidades Unicas
para obtener imagenes y terapia del cancer de préstata. Los inventores presentan ademas evidencia de que el
FSHR se expresa igualmente por las células endoteliales de los vasos, mas particularmente los microvasos,
asociados con tumores de riiidn, ovario, pancreas, colon, vejiga urinaria, pulmén, mama, testiculo, estémago,
cerebro e higado.

Un objetivo de la invencién es un ligando del receptor de FSH endotelial vascular (VE-FSHR) que esta acoplado a
un agente antitumoral, para su uso en el tratamiento de un cancer, en donde el ligando es un anticuerpo anti-FSHR,
en donde el ligando VE-FSHR acoplado al agente antitumoral se administrara por via intravenosa.

El cancer se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en cancer de prdstata, pancreas, colon, cancer de
rifidn, cancer de ovario, cancer de pulmédn, higado, mama, testiculo, estbmago, cerebro y vejiga urinaria.

En una realizacién particular, el cancer de prostata es un adenocarcinoma de préstata.

En la presente memoria se describe una composicion farmacéutica que comprende un ligando del receptor VE-FSH
(VE-FSHR) que se acopla a un agente antitumoral.

Se describe ademas un método para el tratamiento del cancer, mediante la administracion intravenosa de un ligando
del receptor de FSH (FSHR) que se acopla a un agente antitumoral.
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En este Ultimo, el agente antitumoral se dirige al tumor mediante el ligado FSHR al que esta acoplado.
Estos y otros aspectos de la invencion se describen con mas detalle en la presente memoria.
Descripcion detallada de la invencion

Definiciones

Como se utiliza en la presente memoria, el término "FSHR” se refiere al receptor al que se aplican los métodos de la
invencion. El receptor de la hormona estimuladora del foliculo o receptor de FSH (FSHR) es un receptor de
transmembrana que interactia con la hormona foliculoestimulante (FSH) y representa un receptor acoplado a
proteinas G (GPCR).

Como se utiliza en la presente memoria, el término “FSHR” se refiere también al antigeno reconocido por el
anticuerpo anti FSHR 323 (ATCC como CRL-2689™) y, en particular, los productos del gen FSHR.

La hormona estimuladora del foliculo, una hormona central de la reproduccién de mamiferos, se produce
principalmente en la glandula pituitaria anterior y los 6rganos diana clasicos son el ovario y los testiculos. En las
mujeres, el FSH estimula la maduracion folicular y la producciéon de estrégenos mediante de la aromatizacién de
andrégenos [revisado en Macklon and Fauser, 1998]. En los hombres, se han propuesto funciones de FSH tales
como la estimulacion de la proliferacién de células de Sertoli en testiculos inmaduros y el mantenimiento de
espermatogénesis normal cualitativa y cuantitativamente [revisado en Plant and Marshall, 2001].

El FSH ejerce su papel bioldgico por unién al receptor de FSH de la membrana plasmatica (FSHR).

Minegish et al., 1990, aislaron y secuenciaron un cDNA que codifica el receptor de FSH humano (FSHR). La
secuencia de aminodacidos deducida de 678 restos contiene 7 segmentos transmembrana putativos y muestra
similitud de secuencia con los receptores acoplados a proteinas G. El dominio extracelular de 359 restos contiene 4
sitios de glicosilacion unidos a N. Mientras que la proteina es aproximadamente un 90% idéntica en general con los
receptores de FSH de rata y ratdn, las regiones mas altamente conservadas son los segmentos transmembrana
putativos, que muestran un 95% de similitud.

Se sabe que el receptor de FSH se expresa mediante células de Sertori del testiculo y células de granulosa ovarica
(Sprengel R, 1990, Simoni M. et al., 1997).

Un ejemplo de la secuencia de aminoacidos del FSHR esta disponible en la base de datos SWISSPROT bajo el
numero de acceso: P23945.

El FSHR purificado por afinidad por los inventores del tejido prostatico tiene un peso molecular de 87 kDa, de
acuerdo con estudios previos en ovarios que utilizaron los mismos u otros anticuerpos [Vannier et al., 1996; Ji et al.,
2004]. El receptor esta glicosilado, y después de la desglicosilacion, el peso molecular llega a ser de 76 kDa,
préximo al peso molecular calculado de 76,5 kDa [Vannier et al., 1996].

Dado que se descubri6 que el FSHR se expresaba por las células endoteliales de los vasos asociados con tumores,
el receptor también se denomina FSHR endotelial vascular o VE-FSHR.

Un “tumor” se refiere a un crecimiento anormal del tejido que resulta de una multiplicacién anormal de células. Un
tumor puede ser benigno, premaligno o maligno (es decir, canceroso). Un tumor puede ser un tumor primario o una
lesion metastasica.

Los términos “cancer” y “canceroso” se refieren a o describen la condicion fisioldgica en mamiferos que tipicamente
se caracteriza por el crecimiento celular no regulado. Los ejemplos de canceres que se asocian con la formacion de
tumores incluyen cancer de cerebro, cancer de cabeza y cuello, cancer de eso6fago, cancer de traquea, cancer de
pulmén, cancer de higado, cancer de estomago, cancer de colon, cancer de pancreas, cancer de mama, cancer de
cuello uterino, cancer de Utero, cancer de vejiga, cancer de préstata, cancer testicular, cancer de piel, cancer rectal y
linfomas. Un experto habitual en la técnica estaria familiarizado con las muchas entidades de enfermedades que
pueden asociarse con la formacién de tumores.

En ciertas realizaciones particulares, el tumor es un cancer, tal como cancer de proéstata, cancer de rifidén, cancer de
ovario, cancer de pancreas, cancer de vejiga urinaria, cancer de pulmon, cancer de colon, cancer de mama, cancer
de testiculo, cancer de cerebro y cancer de higado. En una realizacién particular el tumor es un cancer de prostata.

El término “ligando de FSHR” se refiere a cualquier compuesto que puede unirse especificamente a FSHR como se
defini6 anteriormente. De este modo, un ligando puede comprender o puede consistir en uno o varios restos de
unién. En particular, cuando un ligando comprende uno o varios restos de union, también puede comprender al
menos un “marcador detectable”, que es un resto cuya presencia puede detectarse faciimente segin los métodos
bien conocidos por el experto en la técnica.
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En los ligandos segun la invencion, al menos un resto de union es especifico para VE-FSHR.

Al menos un resto de unién se selecciona del grupo que consiste en FSH, un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo
especifico de antigeno, un fragmento de anticuerpo variable monocatenario (scFv). Los métodos para producir un
anticuerpo, un fragmento de anticuerpo especifico de antigeno, o un scFv, son bien conocidos por el experto en la
técnica.

El término “agente de bloqueo de FSHR” se refiere a cualquier compuesto que inhibe o suprime la expresién o
actividad del receptor. En la invencion, es un anticuerpo anti-FSHR.

Mas preferiblemente, el ligando o agente de bloqueo de FSHR es un anticuerpo monoclonal frente a FSHR. Los
anticuerpos monoclonales para FSHR se describen, por ejemplo, en Vannier et al., 1996. Los ejemplos de
anticuerpos monoclonales disponibles para FSHR incluyen el anticuerpo referenciado en The American Type Culture
Collection (ATCC) como CRL-2689™.

Los anticuerpos monoclonales de la invencion o un fragmento de los mismos se pueden preparar y aislar utilizando
cualquier técnica que proporcione la produccion de moléculas de anticuerpos mediante lineas celulares
permanentes en cultivo. Las técnicas para produccién y aislamiento incluyen, pero no se limitan, a la técnica de
hibridoma descrita originalmente por Kohler y Milstein (1975); la técnica de hibridoma de células B humanas (Cote et
al., 1983).

Como se pretende en la presente memoria, un “fragmento de anticuerpo especifico de antigeno” se refiere a un
fragmento de anticuerpo que conserva sus propiedades de union especificas hacia VE-FSHR segun la invencion.
Dichos fragmentos abarcan notablemente los fragmentos Fab (que pueden producirse mediante la escision de
anticuerpos de papaina), los fragmentos F(ab’)2 (que pueden producirse mediante la escisién de anticuerpos de
pepsina) o los fragmentos Fab’ (que pueden producirse mediante la escisién de anticuerpos de pepsina seguido de
un tratamiento reductor).

Un “scFv” se refiere a un fragmento variable monocatenario de un anticuerpo, que es una region variable de cadena
corta de inmunoglobulina y una regién variable de cadena larga de inmunoglobulina unida una con otra mediante un
péptido.

Segun la invencidn, el término “paciente”, se destina a un mamifero humano o no humano afectado o que pueda
verse afectado con una afeccién asociada con un tumor. Dicho paciente es preferiblemente un ser humano.

Aplicacion terapéutica

La localizacion de FSHR en las células endoteliales, como lo muestran los inventores, permite la terapia mediante el
ataque a los vasos sanguineos tumorales.

En la presente memoria se describe un agente de bloqueo del receptor de FSH (FSHR), que es un anticuerpo de
anti-FSHR, para el tratamiento de una afeccién asociada con un tumor.

El agente de bloqueo de FSHR puede actuar suprimiendo la actividad del receptor de FSHR. En la presente
memoria se describe una composicién farmacéutica que comprende un ligando del receptor de FSH (FSHR) que se
acopla a un agente antitumoral. Dicha composicion es particularmente util para tratar una afeccién asociada con un
tumor.

El ligando de FSHR se utiliza después como una herramienta especifica para el ataque directo del tumor para la
administracion in vivo de agentes antitumorales.

Segun la invencién, el tumor es un cancer, tal como cancer de préstata, cancer de rifidn, cancer de ovario, cancer de
pancreas, cancer de vejiga urinaria, cancer de pulmdn, cancer de colon, cancer de mama, cancer de testiculo,
cancer de cerebro y cancer de higado. En una realizacién particular, el tumor es un cancer de prostata. En una
realizacién mas preferida, el cancer de préstata es un adenocarcinoma de prostata.

Los agentes antitumorales pueden bloquear el flujo en los vasos tumorales o destruir las células endoteliales del
tumor, o destruir o bloquear la proliferacion de células tumorales.

Se pueden elegir entre farmacos contra el cancer, toxinas, genes, siRNAs, y moléculas pequefas.
Ejemplos de agentes antitumorales son:

1. radioterapia dirigida al anticuerpo: el anticuerpo acoplado a radioisétopos, que mata por irradiacién solo las
células tumorales en las inmediaciones y evita el tejido sano, como alternativa a la radiacién de semillas o haz
(véase Parry et al., 2006);

2. péptidos que destruyen las células objetivo (véase Arap et al., 2002; Leuschner and Hansel, 2005);
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3. genes que codifican proteinas que destruyen preferentemente los vasos sanguineos recién formados
(véase Hood et al., 2002);

4. farmacos anti cancer (es decir, agentes quimioterapéuticos) que pueden destruir células cancerosas,
cuando se acoplan a un ligando de FSHR. El término “quimioterapia” se refiere generalmente a farmacos citotoxicos
que afectan a las células que se dividen rapidamente en general. Los farmacos de quimioterapia interfieren con la
division celular de varias maneras posibles, por ejemplo, con la duplicacién de DNA o la separacién de cromosomas
recién formados. La mayoria de las formas de quimioterapia se dirigen a todas las células que se dividen
rapidamente y no son especificas para las células cancerosas, aunque cierto grado de especificidad puede provenir
de la incapacidad de muchas células cancerosas para reparar el dafio del DNA, mientras que las células normales
generalmente si pueden. Por lo tanto, la quimioterapia tiene el potencial para danar el tejido sano, especialmente
aquellos tejidos que tienen una alta tasa de reemplazo (por ejemplo, el revestimiento intestinal). Estas células
generalmente se reparan a si mismas después de la quimioterapia.

5. Moléculas pequenas, especificas para las proteinas desreguladas de las células cancerosas. Dichas
moléculas pequenas son generalmente inhibidores de dominios enzimdaticos en proteinas mutadas,
sobreexpresadas o de otro modo criticas dentro de la célula cancerosa. Ejemplos destacados son los inhibidores de
la tirosina quinasa imatinib y gefitinib.

La localizacion de FSHR en las células sanguineas circulantes, como muestran los inventores, permite ademas la
terapia dirigiéndose a dichas células sanguineas circulantes.

Por lo tanto, se describe un ligando del receptor de FSH (FSHR) que modula la abundancia de células sanguineas
circulantes que expresan FSHR, o la expresion o sefalizacion de FSHR por las células sanguineas circulantes, para
su uso en el tratamiento del cancer, en una forma de administracion intravenosa.

Se describe ademas un método para tratar el cancer, cuyo método implica modular (es decir, reducir o estimular) la
abundancia de células sanguineas circulantes que expresan FSHR, o la expresion o sefializacion de FSHR por las
células sanguineas circulantes.

Administracion

Las composiciones farmacéuticas se formulan generalmente en combinacion con un vehiculo biocompatible, en una
forma adecuada para la administracion en mamiferos.

El “vehiculo biocompatible” es un fluido, especialmente un liquido, en el que se suspende o disuelve el agente de
formacion de imagenes, de modo que la composicion es fisiologicamente tolerable, es decir, se puede administrar al
cuerpo de los mamiferos sin toxicidad o molestias indebidas. EI medio del vehiculo biocompatible es
adecuadamente un liquido portador inyectable tal como agua estéril para inyeccién; una solucién acuosa tal como
solucién salina; una soluciéon acuosa de una o mas sustancias que ajustan la tonicidad (por ejemplo, sales de
cationes plasmaticos con contraiones biocompatibles), azicares (por ejemplo, glucosa o sacarosa), alcoholes de
azucar (por ejemplo, sorbitol o manitol), glicoles (por ejemplo, glicerol) u otros materiales de poliol no iénicos (por
ejemplo, polietilenglicoles, propilenglicoles y similares).

En un aspecto adicional, la presente descripcién proporciona equipos para la preparacion de las composiciones
farmacéuticas de la invencion. El medio de la reaccion para la reconstitucion de tales equipos es preferiblemente un
“vehiculo biocompatible” como se definié anteriormente, y lo mas preferiblemente es acuoso. Los contenedores de
los equipos adecuados comprenden un contenedor sellado que permite el mantenimiento de la integridad estéril y/o
la seguridad radioactiva, ademas de opcionalmente un gas inerte en el espacio de cabeza (por ejemplo, nitrégeno o
argon), al tiempo que permite la adicién y extraccion de disoluciones con una jeringa.

Opcionalmente, los equipos pueden comprender ademas componentes adicionales tales como, cuando sea
necesario, un radioprotector, un conservante antimicrobiano, un agente de ajuste de pH o una carga.

El término “radioprotector” se refiere a un compuesto que inhibe las reacciones degradativas, tales como los
procesos redox, al atrapar los radicales libres altamente reactivos, tales como los radicales libres que contienen
oxigeno que surgen de la radidlisis del agua. Los radioprotectores de la presente invencién se eligen
adecuadamente entre: 4acido ascérbico, acido para-aminobenzoico, acido gentisico (es decir acido 2,5-
dihidroxibenzoico) y sus sales con un catién biocompatible. El “cation biocompatible” y las realizaciones preferidas
del mismo son como se describieron anteriormente.

El término “conservante antimicrobiano” se refiere a un agente que inhibe el crecimiento de microorganismos
potencialmente dafiinos como bacterias, levaduras o mohos. El conservante antimicrobiano también puede mostrar
algunas propiedades bactericidas, dependiendo de la dosis. El papel principal de los conservantes antimicrobianos
de la presente invencién es inhibir el crecimiento de cualquiera de dichos microorganismos en la composicion
después de la reconstitucion. Los conservantes antimicrobianos adecuados incluyen: los parabenos, es decir,
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parabenos de metilo, etilo, propilo o butilo o mezclas de los mismos, alcohol bencilico, fenol, cresol, cetrimida y
timerosal.

El término “agente de ajuste de pH” significa un compuesto 0 mezcla de compuestos Utiles para asegurar que el pH
del equipo reconstituido esté dentro de los limites aceptables (aproximadamente pH de 4,0 a 10,5) para la
administracion humana o de mamiferos. Dichos agentes de ajuste de pH adecuados incluyen tampones
farmacéuticamente aceptables, tales como tricina, fosfato o TRIS, y bases farmacéuticamente aceptables tales como
carbonato de sodio, bicarbonato de sodio 0 mezclas de los mismos. Cuando el precursor se emplea en forma de sal
acida, el agente de ajuste de pH puede proporcionarse opcionalmente en un vial o recipiente separado, de modo
que el usuario del equipo pueda ajustar el pH como parte de un procedimiento de multiples etapas.

El término “carga” significa un agente de carga farmacéuticamente aceptable que puede facilitar la manipulacion del
material durante la produccién y la liofilizacién. Las cargas adecuadas incluyen sales inorganicas tales como cloruro
de sodio y azUcares solubles en agua o alcoholes de azlcar tales como sacarosa, maltosa, manitol o trehalosa.

La invencion se ilustrara ademas mediante las siguientes figuras y ejemplos.
Leyendas de las Figuras

Figura 1. El receptor de FSH se expresa en tumores de proéstata, pero no en préstata normal. Se inmunoprecipitaron
cantidades iguales (1 mg de proteina total) de extractos de Triton X-100 de tejidos cancerosos (PCa) y normales (N)
con el anticuerpo monoclonal de FSHR323, se resolvieron en la reduccion de SDS-PAGE y se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa. Las muestras se probaron con el anticuerpo de FSHR323. La posicién de los
marcadores de masa molecular se muestra a la izquierda. Una situacion similar se encontré en el tejido obtenido de
otros cuatro pacientes. La banda débil corresponde a la IgG de ratén utilizada para la inmunoprecipitacion.

Figura 2. Expresién de FSHR en cancer de préstata versus tejido de prostata normal: la inmunohistoquimica con
anticuerpo monoclonal de FSHR323. (a, b) Tejidos de cancer de prostata de pacientes con valores de Gleason (GS)
6 y 8, respectivamente. La tincién de FSHR sugiere una expresion abundante del receptor en los vasos sanguineos
(flechas) asociados con el cancer de prostata. Una sefal débil es visible en las células epiteliales (puntas de flecha).
(c) Tejido prostatico normal procesado como en a y b. Téngase en cuenta la ausencia de tincién con el anticuerpo
del receptor de anti-FSH. Barra, 20 um.

Figura 3. El endotelio arteriolar expresa FSHR solo por encima del valor de Gleason de 6. GS, valor de Gleason; EC,
célula endotelial arteriolar; punta de flecha, célula muscular lisa. Barra, 20 pm.

Figura 4. Expresion de FSHR en proéstata. Intensidad de la sehal de FSHR sobre las células endoteliales de los
vasos sanguineos. Barras cerradas, intensidad promedio sobre las células endoteliales de los vasos sanguineos
individuales utilizando imagenes digitales similares a las de la Figura 2. Barras abiertas, intensidad de la sefal de
FSHR medida para areas de tejido que excluyen los vasos sanguineos.

Figura 5. Los vasos sanguineos cercanos a los infiltrados inflamatorios de leucocitos expresan fuertemente FSHR. #,
lumen de las glandulas normales; *, centroide del area inflamatoria compacta. Barra, 50 pm.

Figura 6. Los nervios de la prostata y sus vasos sanguineos asociados en los tejidos cancerosos expresan FSHR.
Imagenes de microscopia confocal: a, FSHR; b, proteina S-100 - un marcador de células de Schwann; c, contraste
de interferencia diferencial; y d, fusién. VN, vasa nervorum; flechas, vainas perineurales. Barra: 20 um.

Figura 7. Los nervios de prostata y sus vasos sanguineos asociados en BPH no expresan FSHR. VN - vasa
nervorum. Barra: 20 um.

Figura 8. FSHR se expresa por vasos sanguineos en otros tipos de tumores.

A) Tumor de colon, adenocarcinomas de estdmago, adenocarcinomas pulmonares no microciticos (NSCL) y
adenocarcinomas de higado. B) Tumor testicular (seminoma) y tumor renal de células claras. En el tejido testicular
normal, las células de Sertoli (SC), conocidas por expresar FSHR, son positivas. Una senal débil de FSHR es
apenas visible en el vaso sanguineo presente en la misma imagen (flecha). Se sabe que los vasos sanguineos en
los testiculos normales expresan FSHR, que es responsable de la transcitosis de FSH a través de la barrera
testicular (Vu Hai et al., 2004). C) Imagenes representativas para el tejido de control de mama (a), cancer de mama
in situ (b) y cancer de mama invasivo (c). Los paneles de la derecha muestran tejido pancreatico normal (d), un
tumor endocrino pancreatico (e) y adenocarcinomas pancreaticos (f). Barra, 50 um. Los controles para todos los
tipos de tumor consistieron en tejido de apariencia normal situado a mas de 10 mm fuera de los tumores, en las
muestras obtenidas mediante cirugia realizada para la extirpacion del tumor.

Figura 9. Distribucion de vasos tefidos con FSHR en la periferia de los tumores de préstata.

Los vasos sanguineos se visualizaron utilizando anticuerpos del anti Factor von Willebrand seguido de anticuerpos
secundarios Alexa 488 (verde), mientras que los vasos tefidos con FSHR se visualizaron con el anticuerpo

7



10

15

20

25

ES 2778 854 T3

FSHR323 seguido de anticuerpos secundarios marcados con Alexa 555 (rojo). Los vasos se contaron con 148
imagenes digitales de microscopia de tumores de 5 pacientes. Eje horizontal - la distancia desde la linea de
demarcaciéon entre el tumor y el tejido que aparece normalmente (el area sombreada y los valores negativos
representan el interior del tumor). Eje vertical izquierdo - el % de vasos que expresan FSHR. Eje vertical derecho - el
nimero de vasos/mm?. Cuadrados: el nimero de vasos por mm?; los discos y la linea interrumpida representan el %
de vasos que expresan FSHR.

Figura 10. FSHR se expresa en células polimorfonucleares de pacientes con cancer de prostata. Las células
positivas para FSHR que tiene el aspecto de células polimorfonucleares (flechas) son visibles en el lumen de los
vasos sanguineos de los tumores (A) y también a mas de 10 mm de distancia del borde del tumor (B), lo que sugiere
que estas células estan presentes en la circulacion general y no solo en los tumores. C. Una preparacion
enriquecida en células polimorfonucleares de pacientes con cancer de prostata revela la tinciéon de FSHR en células
similares a polimorfonucleares, pero no en otros leucocitos. D. Una preparacion similar de un donante sano no
muestra células sanguineas circulantes para FSHR.

Figura 11. El porcentaje de células sanguineas circulantes que expresan FSHR aumenta con la gravedad de la
enfermedad. Eje vertical — porcentaje de células positivas para FSHR entre la fraccion celular aislada de la sangre
como se describe en el texto. Barras de error — errores estandar; BPH — hiperplasia benigna de préstata; GS —
valores de Gleason;

Materiales y métodos

Muestras de tejido. Los donantes no recibieron ningiin medicamento. Las muestras tumorales se fijaron en formol al
10% durante 48 horas, se cortaron en secciones de tejido de 5 mm de grosor, se lavaron completamente con PBS,
se deshidrataron en etanol y xileno graduado, y se embebieron en parafina. Se cortaron secciones grandes de 5 pm
de 1,5-2,5 cm de los bloques de parafina. Varias muestras de préstata no fijadas se congelaron en hielo seco y se
almacenaron en nitrégeno liquido hasta que se seccionaron con un criostato para microscopia de
inmunofluorescencia y/o experimentos de inmunoprecipitacion e inmunotransferencia.

Las muestras de tumor han sido revisadas histolégicamente por cinco investigadores del estudio. Para el cancer de
prostata, los grados y etapas de Gleason se asignaron segun las pautas de la Organizacion Mundial de la Salud
2004. Los otros tipos de tumores se han clasificado histolégicamente segun los estandares del AJCC. Los tipos de
tumores analizados y el nimero y sexo de los pacientes se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Tipos de Tumor

TUMOR N® de pacientes
TIPO HISTOPATOLOGICO Femenino Masculino
i} Adenocarcinomas 550
PROSTATA
Hiperplasia benigna 300
Carcinomas in situ 56
MAMA
Carcinomas invasivos 112
COLON Carcinomas 6 9
i Carcinomas 27 36
PANCREAS

Tumores endocrinos 22 19

Carcinomasi?roteliales in 62 64

VEJIGA URINARIA situ
Adenocarcinomas 41 36
A Carcinomas renales de

RINON células claras 25 39

PULMON Adenocarcinomas 9 6
HIGADO Carcinomas 4 11

hepatocelulares
ESTOMAGO Adenocarcinomas 3 3
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Seminoma 5
] Carcinoma de células de 1
TESTICULOS Sertori
Tumores de células de >
Leydig
OVARIO Carcinomas epiteliales 6

También se analizé un paciente con tumor cerebral.

Las micromatrices de tejidos (TMA) se construyeron utilizando embebidos en parafina y fijados con formalina
archivados [Kononen et al., 1998]. En resumen, los patélogos de estudio revisaron las diapositivas originales, y las
diapositivas que contenia tumor o tejido de apariencia normal se seleccionaron y se marcaron con tinta de color.
Para cada paciente, se transfirieron 3-4 nucleos cilindricos (0,6 mm de diametro) de tumor y 3-4 nicleos de tejido
prostatico normal (no maligno, no displasico) desde las areas seleccionadas de los bloques de parafina a los
bloques receptores. Cada bloque receptor reagrupé tumores para 28 a 40 pacientes. Grandes secciones en serie de
5 um de espesor de los bloques de TMA, que contienen todos los nucleos, se cortaron y se tifieron con hematoxilina-
eosina para verificar que los nlcleos representaban adecuadamente las areas diagndsticas. Las imagenes que
cubren el area completa de cada nucleo se obtuvieron de una seccién de cada TMA.

Inmunohistoquimica. El procedimiento estandar de inmunoperoxidasa indirecta se utilizé para inmunohistoquimica.
Las secciones de tejido se unieron a portaobjetos SuperFrost, se desparafinaron con tolueno, se deshidrataron
gradualmente en etanol y se lavaron con agua corriente durante 60 minutos. El acceso a los sitios de antigeno tisular
para la union del anticuerpo se mejor6 incubando los portaobjetos a 90°C durante 40 minutos con tampdn de citrato
10 mM, pH 6. Después de enfriar durante 20 minutos a temperatura ambiente y después de cada etapa posterior, los
portaobjetos se enjuagaron con PBS. Para bloquear la actividad de la peroxidasa enddgena, las secciones se
incubaron con peroxido de hidrégeno al 6% (15 minutos a temperatura ambiente). Se utilizé borohidruro de sodio (50
mg/ml) para eliminar los grupos aldehido libres (20 minutos). La unién no especifica de anticuerpos se bloque6
incubando los portaobjetos con suero de cabra al 2% en PBS (tampén de bloqueo) durante 2 horas a temperatura
ambiente. El FSHR se detecté incubando los portaobjetos con 5 pg/ml del anticuerpo monoclonal anti-FSHR 323
[Vannier et al., 1996] en tampdn de bloqueo (durante la noche, 4°C). Se utilizo IgG anti ratéon de cabra (especifica de
Fc) acoplado a peroxidasa de rabano picante (Sigma, dilucién 1:200) como anticuerpo secundario. Como cromégeno
utilizamos 3-amino-9-etil carbazol (AEC; Sigma). El desarrollo cromogénico se controlé durante 15 minutos a través
de un microscopio Optico. Las secciones se lavaron en agua destilada y se contratifieron con una hematoxilina de
Mayer débil. Los portaobjetos se montaron en medio de montaje Dako Glycergel.

Inmunocitoquimica de las células sanguineas circulantes. La sangre recogida en EDTA se traté con cloruro de
amonio para lisar los glébulos rojos y las células polimorfonucleares se han enriquecido por centrifugacién a 55 g
(Eggleton et al., 1989). Las células se fijaron durante la noche con formaldehido al 4% a 4°C y se unieron a
portaobjetos de microscopio recubiertos con polilisina. EIl FSHR se detectd con el anticuerpo monoclonal anti-FSHR
323 como se describid anteriormente.

Microscopia confocal de inmunofluorescencia indirecta. Se recogieron secciones de criostato en serie (7 um) de
prostatas congeladas no fijadas embebidas en Tissue-Tek en portaobjetos SuperFrost y se secaron al aire. Las
secciones se fijaron con paraformaldehido al 3% en PBS durante 15 minutos a temperatura ambiente. Los grupos
aldehido libres se eliminaron tratando las secciones con NH4Cl 50 mM en PBS durante 15 minutos. Para bloquear la
unién no especifica de los anticuerpos, los portaobjetos se incubaron 1 hora a temperatura ambiente con suero de
cabra al 2% en PBS. El FSHR se detect6 incubando secciones secuencialmente con el anticuerpo anti-FSHR 323 (3
pug/ml) en GS-PBS durante 2 horas a temperatura ambiente y con IgG anti ratén de cabra-Alexa 555 (sondas
moleculares; dilucion 1:750 en tamp6n de bloqueo; 1 hora). Se han realizado experimentos de marcado doble con
secciones de proéstata incubadas con una mezcla de anticuerpo anti FSH 323 (3 pg/ml en tamp6n de bloqueo) y el
factor policlonal anti von Willebrand de conejo, un marcador especifico de células endoteliales (Sigma; dilucion
1:1000). Una mezcla de IgG anti ratén de cabra-Alexa 555 e IgG anti conejo de cabra-Alexa 488 (sondas
moleculares; dilucion 1:750) se ha utilizado como anticuerpos secundarios. En algunos experimentos, los nicleos se
detectaron incubando los portaobjetos durante 10 minutos con TOTO-3 (sondas moleculares; dilucion 1:1000 en
PBS). Los portaobjetos se montaron en medio de montaje fluorescente Dako® que contenia azida de sodio 15 mMy
se examinaron con un microscopio de escaneo laser confocal Zeiss 510. Los controles negativos consistieron en
muestras de préstata incubadas solo con mezclas de anticuerpos secundarios fluorescentes. La microscopia
confocal de inmunofluorescencia también se realizd en secciones de parafina utilizando un método similar, excepto
que la concentracién del anticuerpo FSHR 323 fue de 5 pg/ml.
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Las inmunoprecipitaciones seguidas de SDS-PAGE y transferencia de Western se llevaron a cabo como se describid
previamente [Vannier et al., 1996] utilizando 200 mg de tejido prostatico humedo como material de partida. EIl FSHR
inmunopurificado de las células L que expresan establemente el receptor de proteina se utilizé como control.

Cuantificacion de la sefial de FSHR en vasos sanguineos en imagenes de inmunohistoquimica. En resumen, para
cada perfil de vaso calculamos el area del vaso excluyendo el lumen, asi como la sefial de FSHR total sobre esta
area. La intensidad promedio de la sefial de FSHR sobre cada vaso se calculé dividiendo la sefial de FSHR total en
el area. Los valores anteriores se han extraido de las imagenes digitales de cada perfil de vaso utilizando Adobe
Photoshop, como se describe a continuacién. El contorno exterior del vaso se delineé utilizando la herramienta
“Lasso”, y el area seleccionada se copid y peg6 en un nuevo archivo (denominado aqui como archivo A). Las areas
tefiidas se delinearon en este archivo utilizando los comandos “Select” y “Colour range” [Tolivia et al., 2006]
utilizando borrosidad 30. (El color marrén-rojo especifico para el producto de reaccién de peroxidasa se selecciond
inicialmente de una imagen representativa y se almacené en un archivo utilizando el comando Save del menu
“Colour range”. Este archivo se cargd posteriormente para el andlisis de cada imagen). El area seleccionada se
copid en un nuevo archivo (B). Se realizaron operaciones similares para el diametro interno del vaso, generando los
archivos C y D. (El fondo de los archivos A-C era negro). El comando “Merge Layers” se aplicd a todos los archivos y
los archivos B y D se convirtieron a escala de grises. En una segunda etapa de andlisis, se extrajeron valores
numéricos de los archivos A-C utilizando el software NIH Imaged. Las areas internas y externas de cada perfil del
vaso se han medido a partir de los archivos A y C utilizando la herramienta “Freehand” seguida de los comandos
“Analyze” y “Measure”. Después, se selecciond toda el area de las imagenes B y D utilizando la herramienta
“Rectangle”, y la suma de todos los pixeles se obtuvo utilizando “Analyze” y “Measure”. (Las areas fuera de los
vasos no tienen contribucién, porque son negras). Los valores se han introducido en un archivo Excel. Los valores
correspondientes a la pared del vaso se han obtenido substrayendo los valores del lumen de los valores del perfil
completo del vaso. La intensidad promedio de la tinciéon de la pared del vaso se calcul6 dividiendo la sefal total
sobre la pared del vaso en el area del contorno del vaso.

Resultados
1. El receptor de FSH se expresa en tumores de prostata

Las preparaciones de receptor de tejidos de prostata, enriquecidas por inmunoprecipitacién con anticuerpo FSHR
323, se analizaron mediante inmunotransferencia utilizando el anticuerpo FSHR18. Se detecté una banda de
aproximadamente 87 kDa en tejidos de cancer de prostata (Figura 1, carril PCa). No se observé FSHR en extractos
de tejido que aparece normalmente en préstatas de pacientes con cancer de prostata (carril N). El tamafo de la
banda detectada es la misma que la forma glicosilada madura de 87 kDa previamente detectada en tejidos ovaricos
humanos [Vannier et al., 1996].

2. Los estudios inmunohistoquimicos indican que FSHR se expresa abundantemente en los vasos sanguineos
en los tumores de préstata, pero no en tejidos normales.

La localizacion del FSHR se investig6 a continuacién mediante inmunohistoquimica utilizando el anticuerpo FSH323.
Se han utilizado grandes secciones rectangulares (1,5-2,5 cm). La mayoria de estas secciones contenian tanto tejido
tumoral como areas que aparecen normalmente. Como se sabe en general, la mayoria de los tumores de prostata
se localizan en la periferia de la préstata y casi ninguno surge en la zona central [De Marzo et al., 2007]. En las
imagenes obtenidas de las areas tumorales periféricas de pacientes con valores de Gleason de cinco o mas, era
visible una débil sefial en las células epiteliales (punta de flecha en las figuras 2a y b). En contraste, la gran mayoria
de las células epiteliales en areas de apariencia normal en la periferia no muestran tincion de FSHR (Figura 2c). [Las
areas focales pequefas de tincién basolateral de FSHR asociadas con células secretoras son poco frecuentes en el
tejido periférico de apariencia normal (no ilustrado)]. No se detecta sefial de FSHR en células epiteliales en tejido
que aparece normalmente en el area central de las mismas prostatas. La mayoria de los vasos sanguineos en el
tejido tumoral se tifien abundantemente (flechas en la Figura 2, a y b), mientras que la mayoria de los vasos
sanguineos en el tejido periférico que aparece normalmente no se tifien (flechas en la Figura 2c). La abundante
expresion de FSHR en los vasos sanguineos tumorales se observé sin excepcién en los 50 pacientes que han sido
diagnosticados con valores de Gleason de cinco o mas. (No hubo tejidos de pacientes con valores de Gleason
inferior a cinco disponibles para el andlisis). No hubo expresion de FSHR en los perfiles de vasos sanguineos de
tejido normal en éareas centrales (no ilustrado). Como excepcion, los vasos sanguineos se tifien en éareas
inflamatorias que se encuentran en areas normales en localizaciones periféricas y centrales (véase a continuacion).
Las hiperplasias benignas de la préstata no expresan FSHR ni en las células epiteliales ni en las paredes de los
vasos sanguineos, con la excepcién de algunas areas inflamatorias (véase a continuacion).

3. Las células endoteliales son los principales sitios de expresién de FSHR en los vasos tumorales.

El tamafno y la apariencia de los perfiles de los vasos sanguineos tefidos para FSHR es compatible con la
conclusion de que representan capilares, vénulas y arteriolas. Algunos de estos vasos estan constituidos, ademas
de las células endoteliales, de pericitos (algunos capilares y vénulas postcapilares (periciticas)) y células musculares
lisas (arteriolas y vénulas musculares) [Simionescu and Simionescu, 1988]. Por lo tanto, es relevante aclarar cuales
de estas células expresan FSHR en tumores. Un marcador especifico para las células endoteliales, el factor von
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Willebrand, indicé que en los capilares y las vénulas el FSHR se expresa por las células endoteliales y por ningin
otro tipo de células que constituyen las paredes de los vasos sanguineos. En las arteriolas, ademas del endotelio,
las células del musculo liso se tifien en todos los valores de Gleason analizados (5 a 10) (Figura 3). En comparacion,
las células del musculo liso en las vénulas musculares no se tifien con ningin valor de Gleason (no ilustrado).
Mientras que el endotelio de los capilares y las vénulas se tifien para FSHR en todos los valores de Gleason
analizados (5 a 10), el endotelio arteriolar se tifie solo en los valores de Gleason 6 y superiores (Figura 3b, c). Este
patron de tincién de células endoteliales y de musculo liso fue valido para tejidos de los 50 pacientes analizados.

4. Cuantificacion de la expresion de FSHR en funcion del valor de Gleason.

La intensidad de sefal promedio sobre las células endoteliales de los vasos sanguineos individuales se determind
utilizando iméagenes digitales similares a las de la Figura 2. Solo se han medido los capilares y las vénulas
postcapilares. Las arteriolas no se han medido debido a la complicacién introducida por la presencia, ademas de las
células endoteliales tefiidas, de las células del musculo liso tefidas. Existe una clara tendencia a una mayor
expresion de FSHR con valores altos de Gleason (en promedio 118 + 8 (SEM) unidades para valores de 9y 10 vs 64
+ 7 para valores de Gleason de 5y 8, p < 0,0005) (Figura 4, barras cerradas). La intensidad de la sefial de FSHR
también se midi6 para areas de tejido que excluyen los vasos sanguineos (Figura 4, barras abiertas). También en
este caso la expresion es mas alta en el valor mas alto (18,4 £ 1,1 unidades en el valor de Gleason de 10 vs. 3,8 =
0,3 unidades para los valores de Gleason de 5a 9, p < 1,7 x 10''"). Cabe sefalar que la sefial de FSHR es mucho
mayor para las células endoteliales que para el resto del tejido (aproximadamente 6 a 10 veces mayor).

5. El FSHR vascular también aparece en el tejido prostatico no tumoral en las proximidades de los infiltrados
inflamatorios de leucocitos.

Para cada uno de los cincuenta pacientes, las grandes secciones de parafina contenian al menos un area compacta
de alta densidad de células inflamatorias (Figura 5), sin una asociacién clara con el tumor o las zonas normales. Una
observacion consistente fue que la gran mayoria de los vasos sanguineos en el interior o en la proximidad de los
infiltrados de leucocitos expresaron fuertemente FSHR, incluso si el tejido circundante tenia un aspecto normal, no
tumoral. Este efecto se observd en los vasos sanguineos hasta una distancia de 3,5 mm (promedio 2 + 0,75
(desviacién estandar), n = 34) desde el borde proximal del area inflamatoria.

Curiosamente, el lumen de la mayoria de los vasos sanguineos asociados con las areas inflamatorias esta ocupado,
ademas de los eritrocitos, por numerosas células nucleadas. En contraste, el lumen de la mayoria de los vasos
sanguineos que no tienen leucocitos cercanos esta vacio o muestra eritrocitos y muy pocas células nucleadas.

En las hiperplasias prostaticas benignas, que ocurren en la zona de transicion de la prostata [De Marzo et al., 2007],
5 de los 20 pacientes analizados tenian infiltrados inflamatorios. Aproximadamente el 20% de las areas inflamatorias
mostraron expresion de FSHR tanto en los vasos sanguineos como en la débil tincién basolateral en las células
epiteliales secretoras.

6. Los nervios y sus vasos asociados expresan FSHR.

La préstata es un dérgano ricamente inervado. Dos haces neurovasculares corren lateralmente a lo largo de la
superficie rectal de la glandula, y otros nervios corren a lo largo de la superficie interna de la capsula antes de
ramificarse en el parénquima prostatico [Powell, 2005]. Todos los nervios estan acompafnados por vasos sanguineos
(vasa nervorum), algunos de los cuales penetran en las vainas epineuriales. Notamos una intensa tincién de FSHR
de las células de Schwann en todas las fibras nerviosas en las areas periféricas afectadas por el cancer en todos los
valores de Gleason. Los vasos sanguineos asociados con estos nervios expresan también FSHR (Figura 6). Se
observd una tincién mas fuerte de los vasos sanguineos en areas que contienen tanto nervios como infiltrados
inflamatorios.

En los tejidos periféricos de pacientes con cancer que aparecen normalmente, los nervios muestran también una
intensa tincion de FSHR de las células de Schwann y vasa nervorum en todos los valores de Gleason analizados (5-
10).

En un paciente que no tenia tumores, pero fue sometido a prostatectomia radical debido a PBH, la mayoria de los
nervios y sus vasos asociados en las areas periféricas de la prostata no expresan FSHR (Figura 7). La ausencia de
tincién en los nervios y los vasos sanguineos también se observé en un ganglio nervioso en la zona periférica (no
ilustrada).

7. FSHR se expresa en los vasos sanguineos de otros canceres humanos.

Se han realizado experimentos de inmunohistoquimica similares para otros tipos de tumores humanos (véase Tabla
1). Los controles para todos los tumores consistieron en tejido de apariencia normal localizado a mas de 10 mm
fuera de los tumores, en el tejido obtenido mediante cirugia realizada para la extirpacion del tumor. La mayoria de
los tumores analizados (aproximadamente 70%) eran de grados | y Il, aproximadamente, el 25% de grado lll y el
resto fueron los mas avanzados — grado IV. Las imagenes representativas para cada tipo de tumor y los controles
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normales correspondientes se muestran en la Figura 8. Al igual que en la prostata, las células tumorales también se
tifien de forma ocasional y leve en tumores de mama y tumores pancreaticos exocrinos (no se muestran). Los
inventores observaron ademas la expresion de FSHR en vasos sanguineos asociados con un tumor cerebral (no
mostrado).

Una caracteristica general de los vasos cuyas células endoteliales expresan FSHR es que estan localizados en la
periferia de los tumores, en cubiertas que tienen un grosor de aproximadamente 10 mm (intervalo de 7-15 mm) y se
extienden unos pocos milimetros tanto dentro como fuera del tumor, en el tejido aparentemente normal. No se
encuentran vasos que expresan FSHR en las areas mas profundas de los tumores. La Figura 9 presenta
cuantitativamente la distribucién de los vasos que expresan FSHR para tumores de préstata. Ademas de la
distribucion en forma de campana de los vasos positivos para FSHR, los datos indican que la densidad del numero
total de vasos (que expresan o no FSHR) es mayor en el interior del tumor que en el exterior (37 + 2 (error estandar)
vs. 25 + 1 vasos/mm? (p = 6 x 1077, ensayo-t, dos colas).

La misma distribucién de tipo cubierta de la EC que expresa FSHR se produce en todos los tipos de tumores
examinados, con la excepcién de aproximadamente un tercio de los tumores renales de células claras, donde no
solo los vasos en la periferia, sino también en el interior de los tumores expresan uniformemente FSHR. El
porcentaje de vasos que expresan FSHR alcanza un méaximo de 40-100% en la linea de demarcacion entre el tumor
y el tejido normal, y disminuye gradualmente a cero tanto hacia el interior como hacia el exterior del tumor. El
intervalo mas bajo, asi como el grosor de la cubierta y el porcentaje maximo de vasos de FSHR positivos, se
produce para el pancreas exocrino y los hepatocarcinomas hepaticos, se encuentran valores intermedios para la
vejiga urinaria, los ovarios, los pulmones y el estdmago, y el intervalo mas alto se produce para la prostata, los
rifiones, colon, mama vy testiculos. El grosor de la cubierta no parece depender significativamente del tamafo del
tumor.

8. FSHR se expresa en células sanguineas circulantes. Las células polimorfonucleares aisladas de pacientes
con cancer de prostata expresan FSHR (Figura 10 C). Las células mononucleares que también son visibles en la
preparacion no muestran ninguna sefal de FSHR. Las células intravasculares positivas para FSHR también son
visibles en secciones de tumores de prostata (Figura 10A y B) y tumores de colon, rifidn, vejiga urinaria, pancreas,
mama, ovario, testiculo, pulmon, estémago e higado. La microscopia confocal de mayor aumento revela que la
proteina que genera la sefial se localiza en la membrana plasmatica, como se esperaba para FSHR, que es un
receptor de membrana (Figura 10 C, recuadro).

Los datos cuantitativos para todo el conjunto de pacientes y controles, que se muestran en la Figura 11, confirman
que las células de los controles sanos y los pacientes con BPH no expresan FSHR. La observacion importante para
futuras aplicaciones clinicas es que el porcentaje de células tefiidas en pacientes con cancer es claramente
proporcional a la gravedad de las enfermedades, aumentando rapidamente de aproximadamente el 15% para un
valor de Gleason de 6 a mas del 80% para un valor de Gleason de 8.

La importancia es que una prueba basada en FSHR podria evaluar facilmente la gravedad de la enfermedad y
podria utilizarse para monitorear el progreso de la enfermedad y la eficacia de los tratamientos.

Discusion

Con respecto a la razén de la expresion de FSHR en los vasos sanguineos tumorales, se puede avanzar la siguiente
hipétesis. Es concebible qué durante el desarrollo temprano, cuando la prostata crece a un ritmo muy alto, se
necesiten grandes cantidades de FSH para mantener el crecimiento. EI FSH circulante no atraviesa facilmente la
barrera endotelial [Vu Hai et al., 2004], y pueden necesitarse grandes cantidades de FSHR en la superficie endotelial
para facilitar una alta tasa de transporte por transcitosis. Este transporte de FSH mediado por el receptor
probablemente esté regulado negativamente cuando la prostata alcanza el tamafio maduro, pero puede reactivarse
cuando el epitelio vuelve a entrar en un estado proliferativo alto en los tumores.

Con respecto al mecanismo que conduce a la expresién de FSHR en el tejido tumoral, un posible factor inductor es
el NGF. Se reporté que el NGF exdgeno activa la expresion de FSHR en ovarios humanos [Salas et al., 2006]. El
NGF se expresa en las células epiteliales del tumor de préstata [Pflug et al., 1995] y, por lo tanto, la expresion de
FSHR en los tumores puede ser inducida por el NGF producido por estas células.

El NGF también es producido por las células de Schwann [para revisién, Sofroniew et al., 2001], lo que puede
explicar la expresion de FSHR en nervios y vasa nervorum. In vitro, la expresion de NGF por las células de Schwann
esta regulada por las citoquinas y otros mediadores inflamatorios [Lindholm et al., 1987], lo que puede explicar la
tincion mas fuerte en areas que contienen tanto nervios como infiltrados inflamatorios.

El NGF biolégicamente activo también es producido y liberado por las células endoteliales vasculares, que expresan
receptores de NGF de alta y baja afinidad, TrkA y p75NGFR, respectivamente [Tanaka et al., 2004]. La interleucina-
1, una de las citoquinas proinflamatorias, estimula la liberacion de NGF de las células endoteliales en cultivo. EI NGF
anadido exdgenamente a las células endoteliales en cultivo indujo rapidamente la fosforilacién de la tirosina de TrkA,
lo que indica que el TrkA expresado en las células endoteliales es capaz de responder al NGF y transducir las

12



10

15

20

25

30

35

40

ES 2778 854 T3

sefiales de NGF. También se han predicho posibles efectos autocrinos y/o paracrinos de NGF en las células
endoteliales vasculares [Tanaka et al., 2004].

Un estudio cuantitativo previo llegé a la conclusién de que no se produce una neoangiogénesis significativa en los
tumores de prostata [Rubin et al., 1999]. Por lo tanto, la tincién generalizada de FSHR no se puede restringir a los
pocos 0 nuevos vasos recién formados, y, por lo tanto, la expresién de FSHR no parece desencadenarse ni
asociarse con el proceso de angiogénesis.

Nuestro estudio demuestra efectivamente que los receptores de FSH se expresan en los vasos dentro de los
tumores malignos de préstata. Hasta donde sabemos, esta es la primera demostracion de receptores de FSH en
vasos de cualquier tumor maligno. El hecho de que el FSHR se exprese en los vasos dentro de los tumores de
préstata, pero esté ausente del endotelio normal, puede tener importantes implicaciones terapéuticas. Como una
proteina integral de la membrana plasmatica asociada con el cancer de prostata, FSHR ofrece un excelente objetivo
selectivo potencial para la inmunoterapia y las imagenes basadas en anticuerpos monoclonales.

El hecho de que la expresion de FSHR por el endotelio de los vasos sanguineos se detectdé en todos los tipos de
tumores analizados hasta ahora sugiere que el FSHR endotelial constituye un marcador tumoral general,
independiente del origen de las células transformadas.

Desde la perspectiva del uso de la expresion de FSHR para la formacion de iméagenes tumorales in vivo, debe
tenerse en cuenta que la cubierta que expresa FSHR representa un volumen sustancial en comparacion con el
volumen total del tumor. Por ejemplo, para un tumor con un didmetro de 30 mm y un volumen de aproximadamente
14 c¢m3, una cubierta similar a la de la Figura 9, que se extiende desde aproximadamente 3 mm dentro del tumor
hasta 7 mm fuera del tumor, tiene un volumen de aproximadamente 37 cm?, 2,6 veces mas grande que el tumor
mismo. La parte positiva de FSHR de la cubierta fuera del tumor compensa con creces la falta de expresion de
FSHR en la parte central del tumor. La relacién entre la cubierta y los volimenes tumorales disminuye para tumores
mas grandes, pero la deteccién de tumores pequefios es de gran interés para la obtencién de imagenes de tumores
in vivo.

La presencia de FSHR en la superficie de las células endoteliales tumorales en una amplia gama de tumores lo
convierte en un objetivo muy prometedor tanto para la imagenologia del tumor como para la terapia. EIl FSHR podria
ser Util para enviar a los agentes tumorales que destruirian los vasos sanguineos tumorales o bloquearian el flujo
sanguineo induciendo la coagulacion. Los agentes de direccionamiento podrian ser anticuerpos anti FSHR
humanizados, o FSH, o ligandos artificiales como aptameros. Una posibilidad interesante, que distinguiria FSHR de
otros marcadores de la vasculatura tumoral, es que FSHR puede mediar la transcitosis de ligandos a través del
endotelio tumoral. Como se menciond, se encontré que la transcitosis de FSHR se produce a través del endotelio
testicular normal (Vu Hai et al., 2004). Las rondas repetidas de transcitosis pueden conducir a la acumulacién de los
agentes dirigidos en el tumor, lo que podria aumentar fuertemente la sensibilidad a la imagen y la eficacia
terapéutica. Ademas, la transcitosis permitiria la administraciéon selectiva de agentes que destruirian las células
tumorales, no solo las ECs tumorales.

La presencia de FSHR en las células polimorfonucleares circulantes asociadas con varios tipos de tumores hace
posible ademas diagnosticar tumores mediante un simple analisis de sangre. Los datos presentados establecen la
viabilidad de utilizar FSHR para detectar la presencia de cancer de préstata comenzando al menos con un valor de
Gleason de 6, y posiblemente mas bajo. (El valor de Gleason de 6 es el mas bajo para el que se recomienda la
cirugia). Ademas, la prueba permitird monitorear el progreso de la enfermedad y ayudara a tomar decisiones sobre
la seleccion y la eficacia de las estrategias terapéuticas.
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REIVINDICACIONES

1. Un ligando del receptor de FSH endotelial vascular (VE-FSHR) que se acopla a un agente anti tumoral, para
su uso en el tratamiento del cancer, en donde el ligando es un anticuerpo anti-VE-FSHR, en donde el ligando de VE-
FSHR acoplado al agente antitumoral es para administrase por via intravenosa.

2. El ligando de VE-FSHR que se acopla a un agente antitumoral para su uso en el tratamiento de un cancer
segun la reivindicacion 1, en donde dicho cancer se selecciona del grupo que consiste en canceres de prostata,
testiculos, riidn, ovario, pulmén, higado, pancreas, estbmago, mama, colon, cerebro y vejiga urinaria.

3. El ligando de VE-FSHR que se acopla a un agente antitumoral para su uso en el tratamiento de un cancer
segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en donde el agente antitumoral es una toxina.

4. El ligando de VE-FSHR que se acopla a un agente antitumoral para su uso en el tratamiento de un cancer
segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en donde el agente antitumoral es un agente quimioterapéutico.

5. El ligando de VE-FSHR que se acopla a un agente antitumoral para su uso en el tratamiento de un cancer
segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el cancer es un adenocarcinoma de préstata.
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