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DESCRIPCION
Direccionamiento de ABCB5 para terapia para el cancer
Antecedentes de la invencion

El melanoma maligno humano es un cancer altamente resistente a la quimioterapia. En la actualidad no existen
muchas opciones de tratamiento eficaces. EI melanoma maligno de la piel es altamente predominante en Estados
Unidos, con 1 de 63 hombres y mujeres que afectados durante su vida. De ellos, un 11 % se diagnostica después de
que el cancer se haya diseminado a los ganglios linfaticos regionales o directamente mas alla del sitio primario y un
3 % después de que el cancer ya ha hecho metastasis (estadio distante), con tasas de supervivencia relativa
correspondientes a 5 afios de un 63,8 % y un 16,0 %.

Sumario de la invenciéon

La invencion se basa al menos en parte en el descubrimiento de que las células madre tumorales quimiorresistentes
ABCB5+ contribuyen al desarrollo de canceres tales como melanoma y que estas células se pueden dirigir para el
tratamiento del cancer. El direccionamiento de ABCB5 se puede usar, ya sea como un enfoque terapéutico
independiente para la enfermedad diseminada, o como un tratamiento adicional para sensibilizar las células
cancerosas a los agentes quimioterapéuticos, especialmente en aquellos pacientes con enfermedad metastasica
resistente en la actualidad. Una ventaja de los enfoques terapéuticos dirigidos por ABCB5 es que se dirigen a las
células madre tumorigénicas, mientras que los agentes terapéuticos convencionales se dirigen solamente a la mayor
parte de la poblacién de células tumorales.

En algunos aspectos se describe un método para suministrar un agente terapéutico a un compartimiento intracelular
de una célula poniendo en contacto una célula con una molécula aislada que se une selectivamente a ABCB5
conjugadas con un agente terapéutico en una cantidad eficaz para suministrar el agente terapéutico a un
compartimento intracelular de la célula.

En algunas realizaciones, la molécula aislada que se une selectivamente a ABCB5 es un péptido aislado. En otras
realizaciones es una molécula pequefia. El péptido aislado puede ser, por ejemplo, un anticuerpo o fragmento de
union al antigeno del mismo o un scFv.

El agente terapéutico puede ser, en algunas realizaciones, una toxina, un ARNSsi, un agente de quimioterapéutico o
un anticuerpo terapéutico.

El método implica, en otras realizaciones, la etapa de poner en contacto una célula con una molécula aislada que se
une de forma selectiva a un marcador de superficie tal como CD49e, CD133, CD166, BMPR1a, TIR-1, VE-cadherina
(CD144) o nestina.

En otras divulgaciones se proporciona una composicion de un péptido aislado que se une de forma selectiva a
ABCB5 y comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre el grupo que consiste en SEC ID N°: 1, SEC
ID N°: 2, SEC ID N°: 3, SEC ID N° 4, SEC ID N° 5, SEC ID N° 6, SEC ID N°: 7 y SEC ID N°: 8, o variantes
funcionalmente equivalentes de la misma que contienen sustituciones conservativas, en el que el péptido aislado no
es mAb 3C2-ID12.

En otras divulgaciones en el presente documento, se proporciona una composicion de un péptido aislado que se une
de forma selectiva a ABCB5 y comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre el grupo que consiste
en SEC ID N°: 1, SEC ID N°: 2, SEC ID N°: 3, SEC ID N° 4, SEC ID N°: 5, SEC ID N°: 6, SEC ID N°: 7, y SEC ID N¢:
8, o variantes funcionalmente equivalentes de la misma que contienen sustituciones conservativas. El anticuerpo
aislado o fragmento de anticuerpo esta presente en una cantidad eficaz para aumentar la quimiosensibilizacion en
un sujeto humano.

De acuerdo con otra divulgacion mas en el presente documento, se proporciona una composicion de un péptido
aislado que se une de forma selectiva a ABCB5 y comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre el
grupo que consiste en SEC ID N°: 1, SEC ID N°: 2, SEC ID N°: 3, SEC ID N°: 4, SEC ID N°: 5, SEC ID N°: 6, SEC ID
N° 7 and SEC ID N° 8, o variantes funcionalmente equivalentes de la misma que contienen sustituciones
conservativas. El péptido aislado se coformula con un agente terapéutico.

El péptido aislado, en algunas realizaciones, se conjuga con el agente terapéutico. En otras realizaciones, el agente
terapéutico se selecciona entre el grupo que consiste en camptotecina 9-NH,, mitoxantrona, camptotecina 7-Cl,
pirazofurina, menogarilo, éster de camptotecina 20, camptotecina, amsacrina, etopdsido, derivado de antrapirazol,
ternipésido, camptotecina 11-formilo, camptotecina 10-OH, daunorrubicina, doxidoxorrubicina, doxorrubicina,
oxantrazol, camptotecina 11-CASA, zorrubicina, mostaza de uracilo, piperazinadiona, hepsulfam, melfalan,
bisantreno, trietilenmelamina, espiromustina, Yoshi-864, clorambucilo, mostaza de piperazina, hidroxiurea,
porfiromicina, mecloretamina, fluorodopan, mitomicina, citarabina (araC), dianhidrogalactitol, gemcitabina, tiotepa,
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N,N-dibencil-daunomicina, teroxirona, y glicinato de afidicolina.

Se proporciona un kit de acuerdo con otras divulgaciones en el presente documento. El kit incluye un recipiente que
alberga un péptido aislado que se une de forma selectiva a ABCB5 y comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada entre el grupo que consiste en SEC ID N° 1, SEC ID N°: 2, SEC ID N°: 3, SEC ID N°: 4, SEC ID N°: 5,
SEC ID N°: 6, SEC ID N°: 7, SEC ID N°: 8, SEC ID N°: 9, SEC ID N°: 10, SEC ID N°: 11 y SEC ID N°: 12, o variantes
funcionalmente equivalentes de la misma que contienen sustituciones conservativas, e instrucciones para la
administracion del péptido aislado a un sujeto humano.

Se proporciona un método para el tratamiento de un sujeto de acuerdo con otras divulgaciones en el presente
documento. El método implica la administraciéon sistematica de un péptido aislado que se une de forma selectiva a
ABCB5 y comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre el grupo que consiste en SEC ID N°: 1, SEC
ID N°: 2, SEC ID N°: 3, SEC ID N° 4, SEC ID N° 5, SEC ID N° 6, SEC ID N°: 7 y SEC ID N°: 8, o variantes
funcionalmente equivalentes de la misma que contienen sustituciones conservativas a un sujeto que tiene cancer en
una cantidad eficaz para tratar el cancer.

También se proporciona un método para el tratamiento de un sujeto mediante la administracion de una cualquiera de
las composiciones que se describen en el presente documento a un sujeto que tiene cancer en una cantidad eficaz
para tratar el cancer.

Se proporciona un método para el tratamiento de un sujeto de acuerdo con otras divulgaciones en el presente
documento. El método implica la administracion de un péptido aislado que se une de forma selectiva a ABCB5 y
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre el grupo que consiste en SEC ID N°: 1, SEC ID N°: 2,
SEC ID N°: 3, SEC ID N°: 4, SEC ID N°: 5, SEC ID N°: 6, SEC ID N°: 7 and SEC ID N°: 8, o variantes funcionalmente
equivalentes de la misma que contienen sustituciones conservativas y un agente quimioterapéutico, a un sujeto que
tiene cancer en una cantidad eficaz para tratar el cancer.

De acuerdo con otras divulgaciones en el presente documento, se proporciona un método para el tratamiento de un
sujeto mediante la administracion sistémica a un sujeto que tiene cancer en una cantidad eficaz para tratar el cancer
de un anticuerpo aislado o fragmento de anticuerpo que se une de forma selectiva a ABCB5 y un agente
quimioterapéutico.

En el presente documento se desvela un péptido aislado de un dominio variable de cadena pesada de
inmunoglobulina, en el que: (i) CDR1-H1 comprende una secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 3; (ii) CDR2-
H2 comprende una secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 4; y (iii) una secuencia de CDR3-H3, en las que el
péptido aislado no es mAb 3C2-1D12. En algunas realizaciones, el CDR3-H3 tiene una secuencia de aminoacidos
de la SEC ID N°: 3. El péptido aislado se puede unir a ABCB5 humana y puede ser un anticuerpo. Opcionalmente, el
péptido aislado incluye adicionalmente un dominio variable de cadena ligera en el que CDR1-L1 tiene una secuencia
de aminoacidos de la SEC ID N°: 6, un CDR2-L2 que tiene una secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 7 y/o un
CDR3-L3 que tiene una secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 8.

También se describe un péptido aislado que tiene un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina, en el
que: (i) CDR1-L1 tiene una secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 6; (ii) CDR2-L2 tiene una secuencia de
aminoacidos de la SEC ID N°: 7; y (iii) una secuencia de CDR3-L3, en la que el péptido aislado no es mAb 3C2-
1D12. En algunas realizaciones, el CDR3-L3 tiene una secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 8.

Se proporciona un péptido aislado que tiene al menos dos dominios variables de anticuerpo: (a) un dominio variable
de anticuerpo de cadena pesada que comprende el péptido aislado tal como se describe en el presente documento y
(b) un dominio variable de anticuerpo de cadena ligera que comprende el péptido aislado tal como se describe en el
presente documento de acuerdo con otras divulgaciones en el presente documento. En algunas realizaciones, el
péptido aislado es un Fv de cadena sencilla. En otras realizaciones el péptido aislado es un péptido aislado de Fab.
Ademas como en otras realizaciones el péptido aislado es un péptido aislado totalmente humano.

El péptido aislado puede incluir adicionalmente regiones marco conservadas FR1, FR2, FR3, y/o FR4 para un
dominio variable de péptido aislado que corresponde a la variante CDR1-H1, CDR2-H2, CDR3-H3, en el que las
regiones marco conservadas se obtienen a partir de un solo molde de polipéptido. Cada una de las regiones marco
conservadas puede tener una secuencia de aminoacidos que corresponde a las secuencias de aminoacidos de la
region marco conservada del polipéptidos de la SEC ID N°: 1.

En algunas realizaciones, el péptido aislado incluye adicionalmente un dominio de dimerizacién unido a la region C-
terminal de un dominio variable de polipéptidos de cadena pesada. El dominio de dominio de dimerizaciéon puede ser
un dominio de cremallera de leucina o una secuencia que tiene al menos un resto de cisteina. El dominio de
dimerizacion tiene una region bisagra en algunas realizaciones. En otras realizaciones el dominio de dimerizacion es
una sola cisteina.

En algunas realizaciones, el péptido aislado es un anticuerpo monoclonal. En otras realizaciones es un anticuerpo
biespecifico. Ademas como en ofras realizaciones, el péptido aislado es un anticuerpo sintético.
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De acuerdo con otra divulgacion en el presente documento, se proporciona un anticuerpo anti-ABCB5 o fragmento
de unién al antigeno del mismo. El anticuerpo tiene una regién constante humana, en la que el anticuerpo anti-
ABCBS5 o fragmentos de unién al antigeno inhibe de forma competitiva la union de 3C2-1D12 de mAb a ABCBS5. En
algunas realizaciones, el fragmento de unién al antigeno se selecciona entre el grupo que consiste en Fab, Fab',
F(ab"),, Fv, scFv, dsFv, Fd, VH dAb, y VL dAb. En otras realizaciones el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno
es de la clase IgA, IgGb 1, 1gG2, IgG3, IgG4 o IgM de inmunoglobulina. Ademas, en otras realizaciones el anticuerpo
o fragmento de unién al antigeno comprende una regidon humana constante una regiéon de marco observada variable
humana o el fragmento de unién al antigeno es un anticuerpo de una sola cadena. Ten anticuerpo de una sola
cadena es opcionalmente un anticuerpo camélido.

Un dominio variable de anticuerpo humanizado que tiene una region de unién al antigeno funcional se proporciona
de acuerdo con otras divulgaciones el presente documento. El dominio variable de anticuerpo humanizado tiene
CDR1-H1, CDR2-H2, CDR3-H3, CDR1-L1, CDR2-L2, y CDR3-L3 no humanos que tienen una homologia de al
menos un 90 % con CDR1-H1, CDR2-H2, CDR3-H3, CDR1-L1, CDR2-L2, y CDR3-L3 de 3C2-1D12 de mAb
incorporado en un dominio variable de anticuerpo humano.

En otras divulgaciones en el presente documento, se proporciona un anticuerpo quimeérico. El anticuerpo quimérico
tiene un dominio variable que se une de forma especifica a ABCB5 y un dominio constante, en el que el dominio
variable y el dominio constante son de diferentes especies.

En algunas realizaciones, el péptido aislado tiene una secuencia de aminoacidos de un de unién CDR3-H3 a ABCB5
o variante funcionalmente equivalentes del mismo. En otras realizaciones el péptido aislado tiene una secuencia de
aminoacidos de un CDR2-H2 de uniéon a ABCB5 o variante funcionalmente equivalente del mismo. En otras
realizaciones el péptido aislado tiene una secuencia de aminoacidos de un CDR1-H1 de unién a ABCB5 o variante
funcionalmente equivalente del mismo. En otras realizaciones el péptido aislado tiene una secuencia de aminoacidos
de un CDR3-L3 de union a ABCB5 o variante funcionalmente equivalente del mismo. En otras realizaciones el
péptido aislado tiene una secuencia de aminoacidos de un CDR2-L2 de unién a ABCB5 o variante funcionalmente
equivalente del mismo. Ademas, en otras realizaciones el péptido aislado tiene una secuencia de aminoacidos de un
CDR1-L1 de unién a ABCBS5 o variante funcionalmente equivalente del mismo.

En otras realizaciones el péptido aislado es un anticuerpo o fragmento de anticuerpo aislado. El anticuerpo o
fragmento de anticuerpo aislado puede ser opcionalmente un anticuerpo monoclonal soluble intacto. En otras
realizaciones el anticuerpo o fragmento de anticuerpo aislado es un fragmento de anticuerpo monoclonal aislado
seleccionado entre el grupo que consiste en Fab, Fab', F(ab'),, Fv, scFv, dsFv, Fd, VH dAb, y VL dAb. Ademas, en
otras realizaciones el anticuerpo o fragmento de anticuerpo aislado aumentara quimiosensibilizacion. En una
realizacion preferente el péptido aislado se une de forma selectiva a ABCB5. Ademas, en otras realizaciones el
anticuerpo o fragmento de anticuerpo aislado es un anticuerpo humanizado. El péptido aislado puede ser
opcionalmente un scFv.

El péptido aislado en otras realizaciones se conjuga con una marca detectable.

La composicion también puede incluir un vehiculo farmacéuticamente aceptable y opcionalmente es una formulacion
esteéril.

La presente invencién no se limita en esta solicitud a los detalles de preparacién y a la disposicion de los
componentes que se establecen en la siguiente descripcion o se ilustran en las figuras. La invencion es capaz de
formar otras realizaciones y de ponerse en practica por realizarse de diferentes maneras. Ademas, las expresiones y
terminologia usadas en el presente documento son para los fines de descripcion y no se deberian contemplar como
limitantes. El uso de "que incluye", "que comprende”, o "que tiene", "que contiene", "que implica" y variaciones de los
mismos en el presente documento, se refiere a que incluye los elementos indicados en lo sucesivo en el presente

documento y equivalentes de los mismos asi como elementos adicionales.
Breve descripcion de las figuras

No se pretende que las figuras adjuntas se dibujen a escala. En las figuras, cada componente idéntico o casi
idéntico que se ilustra en diversas figuras se representa mediante un ndmero similar. Para fines de claridad, no
todos los componentes se pueden marcar en cada figura. En las figuras:

La Figura 1 es una serie de imagenes y graficos que representan un analisis de micromatriz de tejido con
evolucién a melanoma para ABCB5 asi como una caracterizaciéon de poblaciones de melanoma ABCB5'. La
Figura 1(a) muestra un grafico que ilustra un analisis mediante el Sistema Automatizado de Imagenes Celulares
de Chromavision, que muestra diferencias significativas en las intensidades de la tincién de ABCB5 para nevus
melanocitico fino y grueso, con respecto a melanomas primarios finos y gruesos, con respecto a metastasis de
melanoma de ganglios linfaticos y viscerales (nevus fino o grueso con respecto a melanomas primarios finos o
gruesos, 0 con respecto a metastasis en ganglios linfaticos o viscerales, todos los valores de P < 0,001;
melanomas primarios finos con respecto a melanomas primarios gruesos P = 0,004; melanomas primarios finos y
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gruesos con respecto metastasis en ganglios linfaticos, P = 0,001, metastasis en ganglios linfaticos con respecto
a metastasis viscerales, P = 0,025). Las Figuras 1(b-c) representan varias caracterizaciones de poblaciones de
melanoma ABCB5'. La Figura 1(b) representa un analisis de citometria de flujo en un solo color de muestras
clinicas de melanoma para la expresion de ABCB5, CD20, Nestina, TIE-1, VE-cadherina, CD31, o BMPR1a. Se
ilustra el % de células positivas para n = 6 pacientes con melanoma (las barras horizontales indican la expresion
media). La Figura 1(c) muestra la expresion de CD20, Nestina, TIE-1, VE-cadherina, CD31, o BMPR1a mediante
cédulas de melanoma clinico de ABCB5" o ABCB5' tal como se determina mediante citometria de flujo en color
dual. El % de células positivas (media £ ETM) se ilustra para n = 3-6 pacientes con melanoma.

La Figura 2 es una serie de graficos e imagenes que representan la tumorigenicidad in vivo de subconjuntos de
células de melanoma ABCB5" en modelos de xenoinjerto de tumor de ser humano al ratén. La Figura 2(a)
(Panel a la Izquierda) es un grafico que demuestra la capacidad de formacion de tumor in vivo (%) de celulas de
melanoma (US), ABCB5, o ABCB5" G3361 sin segregar después de xenotrasplante s.c. (107, 10°, o 10°
células/indculo) en ratones NOD/SCID. El (Panel Central) es un grafico que muestra el % de |noculados sin
formacioén del tumor representado frente a los numeros de células inoculadas para células de melanoma (US),
ABCB5, o ABCB5" G3361 sin segregar en ratones NOD/SCID, para la determinacion de la Capacidad de
Formacion de Tumor de un 50 % (TFso). El (Panel a la Derecha) muestran los volimenes tumorales (media +
ETM) de xenoinjertos de melanoma primario 8 semanas despues del xenotrasplante s.c. en ratones NOD/SCID
de células de melanoma (US), ABCB5", o ABCB5* G3361 (10”/indculo). La Figura 2(b) (Panel a la Izquierda) es
un graflco que muestra la capacidad de formacion del tumor in wvo (%) de celulas de melanoma (US), ABCB5', o
ABCB5" A375 sin segregar después de xenotrasplante s.c. (2 x 10°, 2 x 10%, 0 2 x 10* células/inéculo) en ratones
NOD/SCID. El (Panel Central) representa el % de in6culos sin formaC|on de tumor representado frente a los
nimeros de células inoculadas para células de melanoma (US), ABCB5, o ABCB5" A375 sin segregar en
ratones NOD/SCID, la determinacion de la Capacidad de Formacion de Tumor de un 50 % (TFsp). El (Panel a la
Derecha) muestra los volumenes tumorales (media + ETM) de xenoinjertos de melanoma primario 5 semanas
después del xenotrasplante s.c. en ratones NOD/SCID de células de melanoma (US), ABCB5", o ABCB5" A375
sin segregar (2x10%inoculo). La Figura 2(c) (Panel a la lzquierda) muestra la inmunohistoquimica para la
expresion de ABCB5 en un xenoinjerto representativo derivado de células de melanoma primario sin segregar en
ratones NOD/SCID, que ilustra tres zonas separadas delimitadas con lineas de puntos: ABCB57/negativo para
melanina (parte superior izquierda del panel), ABCB57/positivo para melanina (parte superior derecha del panel),
y ABCBS5'/negativo para melanina (mitad inferior del panel). El (Panel a la Derecha) es una serie de imagenes de
tincion de doble inmunofluorescencia de secciones de xenoinjerto de melanoma congelado para coexpresion de
ABCB5 (FITC) y VE-cadherina (Rojo Texas). Los nucleos se visualizan mediante tincion con 4',6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI, azul). La Figura 2(d) es un grafico que representa Ia capacidad de formacién de tumor
secundario (%) en ratones NOD/SCID de células ABCB5 o ABCB5" (10//indculo) aisladas a partir de tumores
primarios derivados de células de melanoma ABCB5". La Figura 2(e) contiene los graficos que representan la
capacidad de formacion de tumor in vivo (%) (panel de la izquierda) y los volumenes tumorales (media £ ETM,
panel a la derecha) de células de melanoma recientes derivadas de paciente (US), ABCB5 o ABCB5' sin
segregar (10%inoculo) 8 semanas después del xenotrasplante s.c. en ratones NOD/SCID.

La Figura 3 representa el seguimiento de la tumorigenicidad in vivo, autorrenovacion y diferenciacion de células
de melanoma ABCB5" humano en receptores de raton NOD/SCID. La Figura 3(a) (Paneles a la Izquierda)
muestra la citometria de flujo en color dual (representaciones puntuales de FI1 (EYFP) con respecto a F12
(DsRed2)) de un indculo de células tumorales que consiste en células ABCB5™ G3361 al 10 %/DsRed2 y células
ABCBS5 G3361 al 90 %/EYFP antes del xenotrasplante (se muestra en el panel grande). Los controles (se
muestran en paneles pequefios) son células de melanoma humano G3361 no transfectadas (parte superior),
células G3361/DsRed2 (parte media), y células G3361/EYFP (parte inferior). Los (Paneles a la Derecha)
muestran la citometria de flujo en color dual (representaciones puntuales de FI1 (EYFP) con respecto a F12
(DsRed2)) de un tumor de xenoinjerto disociado formado 6 semanas después de la inoculacién de células
ABCB5" G3361 al 10 %/DsRed2 y células ABCB5 G3361 al 90 %/EYFP (se muestra en el panel grande). Los
controles (se muestran en paneles pequefios) son células de melanoma humano G3361 no transfectadas (parte
superior), células G3361/DsRed2 (parte media), células G3361/EYFP (parte inferior). La Figura 3(b) es un
gréfico del porcentaje medio (media + ETM) de células DsRed2" (% de DsRed2" / (% de DsRed2” + % de
EYFP") x 100) de origen de ABCB5" o de células EYFP* (% de EYFP" / (% de DsRed2" + % de EYFP") x 100)
de origen de ABCB5' representado frente a las semanas después de la inoculacion de células de melanoma para
tumores in vivo resultantes a t = 4 o 6 semanas (n = 3 replicados, respectivamente) y los respectivos y indculos
de células xenoinjertadas (n = 6). La Figura 3(c) es una serie de imagenes de microscopia de fluorescencia en
canal dual de células G3361/DsRed2 y células G3361/EYFP (filas de la parte superior y central) y de una seccion
del tejido congelado (fila inferior) derivada de tumores formados in vivo 6 semanas después del xenotrasplante
s.c. en ratones NOD/SCID de inéculos de células G3361 al 10 %/DsRed2 ABCB5' y células G3361 al
90 %/EYFP ABCBS5'. Los paneles a la izquierda muestran el campo brillante, los paneles en la parte media
izquierda muestran DsRed2 (origen de ABCB5"), los paneles en la parte media derecha muestran EYFP (origen
de ABCB5'), y los paneles en la parte mas a la derecha muestran imagenes mezcladas (tamafio de las barras:
25 pm). La Figura 3(d) (Paneles a la Izquierda) representa el analisis de citometria de flujo de la expresion de
DsRed2 y EYFP en células ABCB5" (parte superior) y en células ABCB5" (parte inferior) derivadas de tumores
formados en ratones NOD/SCID 6 semanas después de la inoculacidon de células ABCB5" G3361 al
1 0%/DsRed2 y células ABCB5 G3361 al 90 %/ EYFP. El (Panel a la Derecha) es un grafico que representa el
porcentaje medio (media = SD) de cualquiera de las células fluorescentes DsRed2 o EYFP (calculado como %
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de DsRed2" / (% de DsRed2" + % de EYFP') x 100 o % de EYFP" / (% de DsRed2" + % de EYFP") x 100,
respectivamente) en subconjuntos de células ABCB5" y ABCB5 derivadas de n = 3 tumores replicados.

La Figura 4 es una serie de graficos e imagenes que representan el analisis del efecto de mAb de ABCB5 en el
crecimiento del xenoinjerto de melanoma. La Figura 4(a) es un grafico que mide los volimenes del tumor (media
+ ETM) de xenoinjertos de melanoma representados frente a los dias después de la inoculaciéon de células de
melanoma s.c. en ratones atimicos Balb/c (10 células/indculo) para animales sin tratar (n = 18), tratados con
mAb de control de isotipo (n = 10), o tratados con mAb anti-ABCB5 (n = 11). [Los dias de administracion de mAb
i.p. se indican con flechas]. La Figura 4(b) es un grafico que mide la tasa de formacién de tumor (%) 58 dias
después de la inoculacién de células de melanoma s.c. en ratones atimicos Balb/c (10" células/inoculo) en
animales sin tratar (n = 18), tratados con mAb de control de isotipo (n = 10), o tratados con mAb anti-ABCB5 (n =
11). La Figura 4(c) representa la inmunohistoquimica de ABCB5 (panel a la izquierda) y la histologia
convencional (H&E) (panel a la derecha) de xenoinjertos de melanoma humano en ratones atimicos. (Los
paneles representan secciones adyacentes). Las regiones de ABCB5" se segregan con areas sin melanizar (a la
izquierda de la linea de puntos central), mientras que las regiones de ABCB5’ se correlacionan con regiones que
muestran melanizacion con particulas de color marrén-negro (a la derecha de la linea de puntos central). La
Figura 4(d) muestra el analisis de citometria de flujo (FITC, FI1) para anticuerpo unido a la superficie en
xenoinjertos de melanoma, 1 dias después de la administracién i.p. de mAb anti-ABCBS5 (linea sélida) o mAb de
control de isotipo (sombreado). Un xenoinjerto de melanoma representativo aislado de un ratén tratado con mAb
anti-ABCB5 presentaba un 20,5 % de caracter positivo en comparacion con unos derivados de un animal tratado
con control de isotipo. La Figura 4(e) resume una evaluacion de la citotoxicidad mediada por células
dependientes de anticuerpos (ADCC) mediante citometria de flujo en color dual en cultivos de células diana de
melanoma tratadas con mAb anti-ABCB5, o tratadas con mAb de control de isotipo o marcadas con DiO sin tratar
contratefiidas con yoduro de propidio (Pl) después de cocultivo de 24 h con células inmunes efectoras sin marcar
derivadas de vascos de ratén atimico Balb/c (proporciones de diana con respecto a efector a 1:40). Los (Paneles
a la Izquierda) son una serie de resultados representativos de citometria de flujo en color dual de ADCC con
diana DIO'PI" lisadas encontradas en los cuadrantes de la parte superior derecha de cocultivos diana/efectores
tratados con mAb anti-ABCBS5 (parte superior), tratados con mAb de control de isotipo (parte central), o sin tratar
con Ab (parte inferior). El (panel de la derecha) representa un analisis de ADCC (% de media + ETM) en n = 6
experimentos por replicado en grupos de tratamiento tal como se ha ilustrado anteriormente (JADCC (%) =
(porcentaje de positividad para la muestra de DIO*PI") - (porcentaje medio de positividad para la muestra de
DIO*PI" sin tratar con Ab)]).

La Figura 5 resume la caracterizacion de células de melanoma humano ABCB5', o ABCBS5' sin segregar antes
del xenotrasplante. La Figura 5(a) representa la expresion de ABCB5 superficial de citometria de flujo o tincion
de control representativa (FITC, FI1) representada con respecto a la dispersion frontal (FSC) determinado o en
cultivos sin segregar de células de melanoma A375 humano. La Figura 5(b) representa el analisis de citometria
de flujo en un solo color representativo de la viabilidad celular para células de melanoma humano sin segregar
(paneles a la izquierdas), ABCB5" (paneles centrales) y ABCB5" (paneles a la derecha) tal como se determina
mediante la incorporacion celular y la activacion enzimatica del colorante fluorescente, calceina-AM. Los paneles
de la parte superior representan muestras de calceina-AM, los paneles de la parte inferior representan controles
sin calceina-AM. Las células viables se encuentran en las ventanas de andlisis R1 de las representaciones de
FSC con respecto a FI2. La Figura (c) es un grafico que muestra la expresiéon de ABCB5 de células de
melanoma humano (ABCB5) G3361 sin segregar y ABCB5" purificadas o ABCB5" suprimidas.

La Figura 6 es un grafico que resume el analisis de correlacion de la expresion genética relativa de ABCB5 con
tiempos de duplicacion del cultivo celular de melanoma. La correlacion de Pearson de la expresion genética
relativa de ABCB5 determinada mediante RT-PCR en tiempo real (media + SD, n = 3 experimentos
independientes) y los tiempos de duplicacion del cultivo de 10 lineas celulares de melanoma (1, LOX IMVI; 2,
SK-MEL-5; 3, M14; 4, A375; 5, G3361; 6, UACC-62; 7, SK-MEL-28; 8, UACC-257; 9, SK-MEL-2; 10, MALME-
3M); r es el coeficiente de correlacion de Pearson.

La Figura 7 es un gel que representa bandas de ADNc que se produjeron a partir de las regiones variables (VR)
de cadena pesada (HC) y de cadena ligera (LC) del ARN mediante transcripcion inversa. Los productos de PCR
de VR tanto para HC como para LC se clonaron en el vector de secuenciacion pCR2,1 de Invitrogen y se
transformaron en células TOP10.

La Figura 8 es la secuencia de aminoacidos de VR de HC del anticuerpo 3C2-1D12.

La Figura 9 es la secuencia de nucledtidos de VR de HC del anticuerpo 3C2-1D12.

La Figura 10 es la secuencia de aminoacidos de VR de LC del anticuerpo 3C2-1D12.

La Figura 11 es la secuencia de nucleétidos de VR de LC del anticuerpo 3C2-1D12.

La Figura 12 es la secuencia de nucleétidos de cadena pesada de longitud completa del anticuerpo 3C2-1D12.
La Figura 13 es la secuencia de nucleétidos de cadena ligera de longitud completa del anticuerpo 3C2-1D12.

Descripcion detallada

Se han identificado células que inician tumores capaces de autorrenovacion y diferenciacion, que son responsables
del crecimiento del tumor en neoplasias hematoldgicas y canceres soélidos en seres humanos. Si tales poblaciones
minoritarias estan asociadas con la evolucién del tumor en pacientes humanos, el direccionamiento especifico de las
células que inician el tumor podria proporcionar una nueva estrategia para erradicar canceres actualmente
resistentes a la terapia sistémica. Se ha identificado una subpoblaciéon enriquecida para células que inician cancer
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maligno humano, definida por la expresién del mediador de quimiorresistencia a ABCB5. Como se muestra en los
Ejemplos indicados mas adelante, el direccionamiento especifico de esta poblacién minoritaria tumorigénica anula el
crecimiento tumoral.

Recientemente, los inventores clonaron y caracterizaron ABCBS5, un nuevo transportador de resistencia a multiples
farmacos humanos, que se muestra que se expresa preferentemente por células de linaje melanocitico. La inhibicion
de ABCB5 hace que las células de melanoma normalmente resistentes sean susceptibles a la doxorrubicina. Los
inventores han demostrado que la expresion de ABCB5 1) marca las células de melanoma tumorigénicas de fenotipo
y funcion de células madre; y 2) el direccionamiento especifico del compartimento de células madre de melanoma
ABCBS5" constituye un nuevo enfoque celular dirigido por células madre altamente prometedor para el tratamiento
del melanoma. Los datos se describen con mas detalle en la seccion de Ejemplos.

Ademas, en experimentos de xenotrasplante de ser humano a ratén, las células de melanoma ABC5" tenian mayor
capacidad tumorigénica que las poblaciones en masa de ABCB5'. Por otra parte, el seguimiento in vivo del destino
celular genético demostré que las células cancerigenas ABCB5" tumorigénicas eran capaces de generar progenie
de ABCB5" y ABCBS5', mientras que las células ABCB5™ daban lugar exclusivamente a progenie de ABCB5". Esta
identificacion de una relacion especifica entre un mecanismo de quimiorresistencia y células madre cancerigenas en
una neoplasia humana tiene implicaciones importantes para los enfoques dirigidos por células madre para terapia
para el cancer.

También se ha descubierto que la anulacién de las células de melanoma ABCB5" mediante enfoques
inmunoterapéuticos dirigidos puede representar una nueva estrategia para conseguir respuestas clinicas mas
duraderas que las obtenidas con estrategias terapéuticas dirigidas predominantemente al grueso de la poblacion de
células tumorales. Por lo tanto, los inventores investigaron si la anulacion selectiva de células madre de melanoma
ABCB5" humano tumorigénicas, quimiorresistentes mediante la administracién sistémica de un anticuerpo
monoclonal anti-ABCB5 (clon 3C2-1 D 12 de mAb) facilita la inhibiciéon de la formacion de tumor/erradicacion del
tumor en un modelo animal preclinico relevante de melanoma maligno humano que implica xenoinjertos tumorales
de ser humano a ratén atimico.

Tal como se muestra con mas detalle a continuacion, los inventores examinaron la biodisponibilidad y la
eficacia/especificidad de unidon melanoma de mAb anti-ABCB5 administrado in vivo en un modelo de xenoinjerto de
melanoma de ser humano a ratén. Con el fin de examinar si la administracion de mAb anti-ABCB5 da como
resultado niveles en suero in vivo detectables, se incubaron sueros de ratén con cultivos de células de melanoma
humano recién cosechadas, seguido de contratincion de células con Ab secundario de Ig de cabra anti-raton
conjugado con FITC y posterior analisis mediante citometria de flujo de un solo color. Se observd una unidn
significativa de Ab secundario de Ig de cabra anti-ratébn conjugado con FITC para los cultivos de melanoma
incubados previamente con sueros a todas las diluciones sometidas a ensayo derivadas de ratones tratados con
mAb anti-ABCB5. No se observé union con sueros derivados de animales tratados de control de isotipo o sin tratar.
La deteccion de una positividad para ABCB5 de un 5,4 % a las diluciones de sueros tan bajas como a 1:100 (Figura
1A) era coherente con la frecuencia de células ABCB5" informada anteriormente entre células de melanoma G3361
cultivadas in vifro (Frank, N. Y. et al. ABCB5-mediated doxorubicin transport and chemoresistance in human
malignant melanoma. Cancer Res 65, 4320-33 (2005); Frank, N. Y. et al. Regulation of progenitor cell fusion by
ABCBS5 P-glycoprotein, a novel human ATP-binding cassette transporter. J Biol Chem 278, 47156-65 (2003)). Estos
hallazgos demuestran que el mAb anti-ABCB5 administrado de forma sistémica da como resultado niveles en suero
de mADb in vivo eficaces. Los datos que se describen en el presente documento demuestran adicionalmente que el
mAb anti-ABCB5 administrado de forma sistémica se une de forma eficaz y preferente a células de melanoma
humano ABCB5" xenoinjertado in vivo, lo que proporciona una evidencia de su idoneidad para enfoques de
direccionamiento terapéutico in vivo. Usando xenoinjertos de células de melanoma humano en ratones atimicos, se
demostré que el direccional y especifico del compartimento de células madre de melanoma ABCB5" con anticuerpos
era un enfoque dirigido por células madre eficaz para el tratamiento del melanoma.

La invencion se basa en parte en el descubrimiento, aislamiento y caracterizacion de moléculas de uniéon a ABCBS5,
tales como anticuerpos monoclonales humanos que se unen a ABCB5 y son utiles en el tratamiento del cancer. El
ABCB5 es un transportador de resistencia a multiples farmacos que esta presente en las células madre
cancerigenas.

Por lo tanto, las composiciones que se describen en el presente documento pueden ser Utiles en el tratamiento de
un sujeto que tiene o que esta en riesgo de tener cancer. Un sujeto hara referencia a un ser humano o vertebrado
mamifero que incluye, pero no se limita a, un perro, gato, caballo, cabra y primate, por ejemplo, mono. Por lo tanto,
las composiciones que se describen en el presente documento también se pueden usar para tratar enfermedades o
afecciones en sujetos no humanos. Por ejemplo, el cancer es una de las causas principales de muerte en los
animales de compafiia (por ejemplo, gatos y perros). Preferentemente, el sujeto es un ser humano.

Como se usa en el presente documento, el término tratar, tratado, o que trata cuando se usa con respecto a un
trastorno como el cancer se refiere a un tratamiento profilactico que aumenta la resistencia de un sujeto al desarrollo
de la enfermedad o, en otras palabras, disminuye la probabilidad de que el sujeto desarrolle la enfermedad, asi
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como un tratamiento después de que el sujeto haya desarrollado la enfermedad con el fin de luchar contra la
enfermedad, evitar que la enfermedad empeore, o retrasar la evolucion de la enfermedad en comparacion con la
ausencia de la terapia.

Un sujeto con riesgo de desarrollar un cancer es el que tiene una alta probabilidad de desarrollar cancer. Estos
sujetos incluyen, por ejemplo, sujetos que tienen una anomalia genética, cuya presencia se ha demostrado que tiene
una relacion correlativa con una mayor probabilidad de desarrollar un cancer y sujetos expuestos a agentes que
causan cancer tales como tabaco, asbesto, u otras toxinas quimicas, o un sujeto que se ha tratado previamente para
el cancer y esta en remision aparente. Un sujeto en riesgo de padecer cancer también incluye un sujeto que tiene
lesiones precancerigenas. Una lesién precancerigena es una zona de tejido que tiene propiedades alteradas y porta
el riesgo de convertirse en cancer de piel. Las lesiones precancerigenas pueden ser causadas, por ejemplo, por
radiacion UV, genética, exposicion a agentes carcindgenos tales como arsénico, alquitran o radiacion de rayos x.

Un sujeto que tiene un cancer es un sujeto que tiene células cancerigenas detectables. El cancer puede ser un
cancer maligno o no maligno. Los canceres o tumores incluyen, pero no se limitan a, cancer del tracto biliar; cancer
de cerebro; cancer de mama; cancer de cuello uterino; coriocarcinoma; cancer de colon; cancer de endometrio;
cancer de esofago; cancer gastrico; neoplasias intraepiteliales; linfomas; cancer de higado; cancer de pulmén (por
ejemplo, microcitico y no microcitico); melanoma; neuroblastomas; cancer oral; cancer de ovarios; cancer de
pancreas; cancer de préstata; cancer rectal; sarcomas; cancer de piel; cancer testicular; cancer de tiroides; y cancer
renal, asi como otros carcinomas y sarcomas. Preferentemente, el cancer incluye células madre cancerigenas que
expresan ABCB5.

Opcionalmente, antes del tratamiento, la presencia de células madre positivas para ABCB5 se puede detectar
usando las moléculas de unién que se describen en el presente documento. Los métodos de deteccion o diagnostico
proporcionados por lo general implican poner en contacto una o mas moléculas con una muestra en o de un sujeto.
Preferentemente, la primera muestra se extrae del sujeto, aunque también se contemplan métodos de deteccion in
vivo. La muestra puede incluir cualquier tejido o fluido corporal que se sospecha que alberga células madre
cancerigenas. Por ejemplo, las células madre se encuentran normalmente en o alrededor de la masa tumoral.

En el presente documento se desvelan moléculas tales como péptidos, anticuerpos, fragmentos de anticuerpos y
moléculas pequefias. Las moléculas se unen a ABCB5 y aumentan la eliminacién del tumor. En el presente
documento, las moléculas de unién se denominan moléculas aisladas que se unen de forma selectiva a ABCB5. Se
debe observar que tales anticuerpos son capaces de unirse a ABCB5 independientemente de su fuente. Por
consiguiente, los anticuerpos se definen como por unién, por ejemplo, a ABCB5 de células de melanoma y porque
son capaces de detectar y/o mejorar los efectos antitumorales, por ejemplo, en células del melanoma, asi como en
otros tipos de cancer, tales como el cancer de mama.

Aunque no se pretende quedar ligado por ninguna teoria particular, se cree que el tratamiento de tumores y
canceres puede fallar porque las células madre tumorigénicas no estan dirigidas de manera eficaz por los
tratamientos convencionales. Las moléculas de uniéon a ABCB5 se dirigen de forma especifica y estan implicadas en
la destruccion de estas células. Por lo tanto, cuando se usan estas moléculas solas o en combinacién con terapias
convencionales se pueden eliminarlas mas agresivas del tumor.

Hay varios posibles mecanismos mediante los cuales el tratamiento con mAb anti-ABCB5 puede inhibir el
crecimiento tumorigénico in vivo y la viabilidad tumoral de xenoinjertos de melanoma humano en este modelo de
ratéon atimico receptor, que incluye citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC),
citotoxicidad mediada por complemento (CDC) o citotoxicidad mediada por macréfago dependiente de anticuerpo
(ABMC), y/o inhibicién o funcion de ABCB5, que puede contribuir a la tumorigenicidad de las células madre. Se
predice que cualquiera de estos mecanismos se dirige solamente al subconjunto de células tumorales que expresan
ABCB5 en comparacion con los controles. Los inventores también esperan el direccionamiento terapéutico in vivo de
mAb mediado por anti-ABCBS5 de las células madre de melanoma ABCB5" a través de estrategias de anulacion
celular mediada por quimiosensibilizacion o inmunotoxina. Dado que la administracion de toxinas dirigidas por
ABCBS5 (toxinas quimicas o bioldgicas, radionuclidos) o de los ARNsi conjugados con mAb de ABCB5 hacia dianas
genéticas especificas de células madre tumorales adicionales podria requerir internalizacion de toxina interna, los
inventores también examinaron la internalizacién celular de mAb anti-ABCB5 después de la unién superficial a
células de melanoma humano ABCB5". Los resultados indican que las toxinas conjugadas con mAb anti-ABCBS5 se
pueden administrar de forma especifica a compartimentos intracelulares en células de melanoma humano ABCB5"
quimiorresistentes, destacando una ventaja terapéutica de este nuevo enfoque para el tratamiento de melanoma
clinico y otros canceres.

Una molécula que se une de forma selectiva a ABCB5 como se usa en el presente documento, se refiere a una
molécula, por ejemplo, molécula pequefia, péptido, anticuerpo, fragmento, que interactia con ABCBS5 vy,
opcionalmente, interfiere con la actividad ABCB5. En algunas realizaciones, las moléculas son péptidos.

Los péptidos comprenden minimamente regiones que se unen a ABCBS5. Las regiones de unién a ABCB5, en
algunas realizaciones se derivan de las regiones de union a ABCB5 de los anticuerpos, o como alternativa, son
variantes funcionalmente equivalentes de tales regiones. Por consiguiente, dos clases particularmente importantes
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de regiones de uniéon a ABCB5 derivadas de anticuerpo son regiones variables y CDR de los anticuerpos que se
describen en el presente documento. Los acidos nucleicos de CDR y de region variable se pueden clonar a partir de
células que producen anticuerpos o se pueden preparar de forma sintética basandose en las secuencias que se
describen en el presente documento.

El término "anticuerpo” en el presente documento se usa en su sentido mas amplio y cubre de forma especifica
anticuerpos monoclonales intactos, anticuerpos policlonales, anticuerpos multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos
biespecificos) formados a partir de al menos dos anticuerpos intactos, fragmentos de anticuerpo, siempre y cuando
presenten la actividad bioldgica deseada, y moléculas similares a anticuerpo tales como scFv. Un anticuerpo nativo
normalmente se refiere a glicoproteinas heterotetraméricas formadas por dos cadenas ligeras (L) idénticas y dos
cadenas pesadas (H) idénticas. Cada cadena pesada y ligera tiene puentes disulfuro intracadenas espaciados de
forma regular. Cada cadena pesada tiene en un extremo un dominio variable (VH) seguido de un ndmero de
dominios constantes. Cada cadena ligera tiene un dominio variable en un extremo (VL) y un dominio constante en su
otro extremo; el dominio constante de la cadena ligera esta alineado con el primer dominio constante de la cadena
pesada, y el dominio variable de la cadena ligera esta alineado con el dominio variable de la cadena pesada. Se
cree que los restos de aminoacidos en particular forman una superficie de contacto entre los dominios variables de
cadena ligera y pesada.

Ciertas partes de los dominios variables difieren en gran medida en las secuencias entre y se usan en la uniéon y
especificidad de cada anticuerpo en particular para su antigeno en particular. Sin embargo, la variabilidad no se
distribuye uniformemente por todos los dominios variables de los anticuerpos. Se concentra en tres o cuatro
segmentos denominados "regiones que determinan la complementariedad" (CDR) o "regiones hipervariables" en los
dominios variables tanto de cadena ligera como de cadena pasada. Las partes mas altamente conservadas de los
dominios variables se denominan en la regién de marco conservada (FR). Cada uno de los dominios variables de
cadenas pesada y ligera nativas comprende cuatro o cinco regiones FR, que en gran medida adoptan una
configuracion de lamina B, conectada por las CDR, que forman bucles que conectan, y en algunos casos forman
parte de, la estructura de lamina B. Las CDR en cada cadena se mantienen juntas en proximidad cercana por las
regiones de FR y, con las CDR de la otra cadena, contribuyen en la formacion del sitio de unién al antigeno de los
anticuerpos (véase Kabat et al., Publ. del NIH N° 91-3242, Vol. |, paginas 647-669 (1991)). Los dominios constantes
no estan necesariamente implicados directamente en la unién de un anticuerpo a un antigeno, pero presentan
diversas funciones efectoras, tales como participacion del anticuerpo en la toxicidad celular dependiente del
anticuerpo.

Una region hipervariable o CDR como se usa en el presente documento define una subregion dentro de la region
variable de variabilidad de secuencias extrema del anticuerpo, que forma el sitio de unién al antigeno y son los
determinantes principales de la especificidad del antigeno. De acuerdo con una definicion, pueden ser los restos
(nomenclatura de Kabat) 24-34 (L1), 50-56 (L2) y 89-97 (L3) en la regién variable de cadena ligera y los restos
(nomenclatura de Kabat 31-35 (H1), 50-65 (H2), 95-102 (H3) en la region variable de cadena pesada. Kabat et al.,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 Ed. Public Health Service, National Institute of Health, Bethesda,
Md. [1991]).

Un anticuerpo "intacto" es uno que comprende una region variable de unién al antigeno asi como un dominio
constante de cadena ligera (C.) y los dominios constantes de cadena pesada, Chi, Cr2 ¥ Chs. Los dominios
constantes pueden ser dominios constantes de secuencia narrativa (por ejemplo, dominios constantes de secuencia
narrativa humana) o variante de secuencia de aminoacidos de los mismos. Preferentemente con el anticuerpo
intacto tiene una o mas funciones efectoras.

Se han desarrollado diversas técnicas para la produccion de fragmentos de anticuerpo. Tradicionalmente, estos
fragmentos se derivaban a través de digestion proteolitica de anticuerpos intactos (véase, por ejemplo, Morimoto et
al., Journal of Biochemical and Biophysical Methods 24: 107-117 (1992); y Brennan et al., Science, 229: 81 (1985)).
Sin embargo, estos fragmentos ahora se pueden producir directamente mediante células hospedadoras
recombinantes. Por ejemplo, los fragmentos de anticuerpo se pueden aislar a partir bibliotecas de fagos de
anticuerpo. Como alternativa, los fragmentos de Fab'-SH se pueden recuperar directamente de E. coli y se pueden
acoplar de forma quimica para formar fragmentos de F(ab'), (Carter et al., Bio/Technology 10: 163-167 (1992)). De
acuerdo con otro enfoque, los fragmentos de F(ab'), se pueden aislar directamente a partir de cultivos de células
hospedadoras recombinantes.

Los "fragmentos de anticuerpo” comprenden una parte de un anticuerpo intacto, preferentemente la region de union
al antigeno o variable del anticuerpo intacto. Algunos ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluyen fragmentos
Fab, Fab', F(ab'),, y Fv; diacuerpos; moléculas de anticuerpos de una sola cadena; y anticuerpos multiespecificos
formados a partir de fragmentos de anticuerpo. La digestion con papaina produce dos fragmentos idénticos de union
al antigeno, denominados fragmentos "Fab", cada uno con un solo sitio de unién al antigeno, y un fragmento "Fc"
residual, cuyo nombre refleja su capacidad para cristalizar faciimente. El tratamiento con pepsina produce un
fragmento de F(ab'); que tiene dos sitios de combinacién con el antigeno y ademas es capaz de reticulacion con el
antigeno.
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"Fv" es el fragmento minimo de anticuerpo que contiene un sitio de reconocimiento y de unién del antigeno. Esta
region consiste en un dimero de un dominio variable de cadena pesada en asociacién no covalente y estrecha. Es
en esta configuracion en la que las tres CDR de cada dominio radial interactian para definir un sitio de unién al
antigeno en la superficie del dimero VH-VL. De forma colectiva, las seis CDR confieren una especificidad de union al
antigeno con respecto al anticuerpo. Sin embargo, incluso un solo dominio variable (o la mitad de un Fv que
comprende solamente tres CDR especificas para antigeno) tiene la capacidad de reconocer y unirse al antigeno,
aungue a una afinidad menor que todo el sitio de unién.

El fragmento Fab también contiene el dominio constante de la cadena ligera y el primer dominio constante (CH1) de
la cadena pesada. Los fragmentos Fab' difieren de los fragmentos Fab en la adicion de unos pocos restos en el
extremo carboxi del dominio CH1 de cadena pesada que incluye una o mas cisteinas de la region bisagra del
anticuerpo. En el presente documento, Fab'-SH es la denominacién para Fab' en la que el resto o restos de cisteina
de los dominios constantes portan un grupo tiol libre. Originalmente se produjeron fragmentos de anticuerpo F(ab');
como precursores de fragmentos Fab' que tenian cisteinas bisagra entre ellos. También se conocen otros
acoplamientos quimicos de fragmentos de anticuerpo.

La expresion "region Fc" se usa para definir la region C-terminal de una cadena pesada de inmunoglobulina que se
puede generar mediante digestion con papaina de un anticuerpo intacto. La region Fc puede ser una region Fc de
secuencia nativa o una region de Fc variante. Aunque los limites de la regidon Fc de una cadena pesada de
inmunoglobulina podrian variar, la regién Fc de cadena pesada de IgG humana normalmente se definen para el
tramo de un resto de aminoacidos aproximadamente en la posicion de Cys226, o aproximadamente en la posicion
de Pro230, con respecto al extremo carboxilo de la region Fc. La region Fc de una inmunoglobulina generalmente
comprende dos dominios constantes, un dominio CH2 y un dominio CH3, y opcionalmente comprende un dominio
CH4. En el presente documento, por "cadena de la region Fc" se hace referencia a una de las dos cadenas de
polipéptidos de una region Fc.

"Region bisagra", y variaciones de la misma, como se usa en el presente documento, incluye el significado que se
conoce en la técnica, que se ilustra, por ejemplo, en Janeway et al., Immuno Biology: the immune system in health
and disease, (Elsevier Science Ltd., NY) (42 ed., 1999)

Dependiendo de la secuencia de aminoacidos del dominio constante de sus cadenas pesadas, las inmunoglobulinas
se pueden asignar diferentes clases. Existen cinco clases principales de inmunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, I1gG, e IgM,
and y varias de éstas se pueden dividir adicionalmente en subclases (isotipos), por ejemplo, IgG1, 1gG2, IgG3, 1gG4,
IgA, e IgA2. Los dominios constantes de cadena pesada que corresponden a las diferentes clases de
inmunoglobulinas se denominan a, &, €, vy, y H, respectivamente. Se conocen bien las estructuras subunitarias y las
configuraciones tridimensionales de diferentes clases de inmunoglobulinas.

Las "cadenas ligeras" de anticuerpos (inmunoglobulinas) de cualquier especie de vertebrados se pueden asignar a
uno de dos tipos claramente distintos, denominados kappa (K) y lambda (A), basandose en las secuencias de
aminodcidos de sus dominios constantes.

Preferentemente, los péptidos de union a ABCB5 incluyen de forma minima al menos una CDR de las que se
describen en el presente documento o las que se pueden derivar de las secuencias que se describen en el presente
documento. Como se usa en el presente documento, una CDR de unién a ABCB5 es una CDR que se describe en el
presente documento. La regién de union a ABCB5 puede ser una CDR1 de unién a ABCB5, una CDR2 de union a
ABCB5, o una CDR3 de union a ABCB5, todas las cuales se derivan de los anticuerpos y cadenas variables de
anticuerpos que se desvelan en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, una "CDR1 de unién a ABCB5" es una CDR1 que se une, preferentemente
de forma especifica, a ABCBS5, y se deriva de cualquiera de las regiones variables de cadena pesada o ligera de los
anticuerpos que se describen en el presente documento. Puede tener una secuencia de aminoacidos seleccionada
entre el grupo que consiste en la SEC ID N°: 3y la SEC ID N°: 6. Una " CDR2 de unién a ABCB5" es una CDR2 que
se une, preferentemente de forma especifica, a ABCB5, y se deriva de cualquiera de las regiones variables de
cadena pesada o ligera de los anticuerpos que se describen en el presente documento. Puede tener una secuencia
de aminoacidos seleccionada entre el grupo que consiste en la grupo que consiste en la SEC ID N°: 4 y la SEC ID
N°: 7. Una "CDR3 de unién a ABCB5" es una CDR3 que se une, preferentemente de forma especifica, a ABCB5, y
se deriva de cualquiera de las regiones variables de cadena pesada o ligera de los anticuerpos que se describen en
el presente documento. Puede tener una secuencia de aminoacidos seleccionada entre el grupo que consiste en la
SEC ID N°: 5y la SEC ID N°: 8.

Ademas de las secuencias que se enumeran en el presente documento, se incorporan variantes funcionalmente
equivalentes de estas secuencias que incluyen variantes de sustitucion conservativa ya sea en la secuencia de
aminoacidos o de nucledtidos, como se describe con mas detalle a continuacion.

Los péptidos son utiles, entre otros, en métodos de diagnostico dirigidos a detectar, en una muestra o de un sujeto,
el antigeno de ABCBS5 o las células que expresan ABCB5. A un minimo, los péptidos utiles en estos métodos solo
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necesitan reconocer y unirse a ABCB5, independientemente de si también aumenta la eliminaciéon del tumor. Los
anticuerpos se pueden usar, por ejemplo, en analisis de diagndstico FACS, transferencia de Western, e
inmunohistoquimica. Tales anticuerpos también se pueden usar para usos de diagnéstico in vivo, en los que los mAb
conjugados con marca se pueden usar para evaluar la carga tumoral, la localizacion del tumor o la masa tumoral
residual después de quimioterapia o terapia quirdrgica de tumores que expresan ABCBS5. En realizaciones
importantes, los anticuerpos y fragmentos de los mismos se unen a ABCB5 de forma selectiva. En algunas
realizaciones, solamente poseen una o mas de las CDR derivadas de los clanes de anticuerpo que se describen en
el presente documento. En realizaciones preferentes, los péptidos comprenden una CDR3 de uniéon a ABCBS5, e
incluso mas preferentemente, los precios comprenden una CDR3 de unién a ABCB5 de cadena pesada. Se debe
entender que no todas las CDR son necesarias para efectuar la union a la ABCB5. Sin embargo, en algunas
realizaciones, los péptidos comprenden todas las CDR de un clon de anticuerpo dado que se desvela en el presente
documento.

Ademas, se deberia entender que se incorpora el intercambio de las CDR entre las regiones variables que se siguen
en el presente documento. Preferentemente, una CDR de cadena pesada se intercambia con otra region CDR
variable de cadena pesada, y del mismo modo, una CDR de cadena ligera se intercambia con otra region CDR
variable de cadena ligera.

Los péptidos también pueden comprender una region variable de unién a ABCB5. Una regioén variable de union a
ABCB5 es una region variable (preferentemente una region variable de anticuerpo tal como se describe en el
presente documento). La SEC ID N°: 1 corresponde a la secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena
pesada. La SEC ID N°: 9 corresponde a la secuencia de nucledtidos de la region variable de cadena pesada. La
SEC ID N°: 2 corresponde a las secuencias de aminoacidos de la region variable de cadena ligera. La SEC ID N°: 10
corresponde a la secuencia de nucleétidos de la regién variable de cadena ligera.

Se debe entender que los acidos nucleicos o péptidos se pueden derivar de las secuencias que se proporcionan en
el presente documento. Estas secuencias se pueden clonar (por ejemplo, mediante PCR) e inserta en un vector y/o
células para producir péptidos que corresponden a regiones variables de longitud completa o fragmentos de
regiones variables de longitud completa, y anticuerpos que comprenden las regiones variables. Por lo tanto, es
posible generar anticuerpos o fragmentos de los mismos que comprenden una combinacion de regiones variables de
cadena ligera y pesada.

Las composiciones y métodos pretenden capturar anticuerpos o fragmentos de anticuerpos de diversos isotipos. Los
anticuerpos pueden ser de un isotipo de IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgD, IgE, IgM, IgA1, IgA2, o slgA. Las
composiciones y métodos pretenden capturar los isotipos encontrados en especies no humanas asi como, pero no
se limitan a, IgY en aves y tiburones. En la técnica se conocen vectores que codifican las regiones constantes de
diversos isotipos y se han descrito anteriormente. (Véase, por ejemplo, Coloma et al. Novel vectors for the
expression of antibody molecules using variable regions generated by polymerase chain reaction. J Immunol
Methods. 31 de julio de 1992; 152 (1): 89-104; Guttieri et al. Cassette vectors for conversion of Fab fragments into
full-length human IgG1 monoclonal antibodies by expression in stably transformed insect cells. Hybrid Hybridomics.
Junio de 2003; 22 (3): 135-45; McLean et al. Human and murine immunoglobulin expression vector cassettes. Mol
Immunol. Octubre de 2000; 37 (14): 837-45; Walls et al. Vectors for the expression of PCR-amplified immunoglobulin
variable domains with human constant regions. Nucleic Acids Res. 25 de junio de 1993; 21 (12): 2921-9; Norderhaug
et al. Versatile vectors for transient and stable expression of recombinant antibody molecules in mammalian cells. J
Immunol Methods. 12 de mayo de 1997 204 (1): 77-87).

Los péptidos son péptidos aislados. Como se usa en el presente documento, la expresion "péptidos aislados" se
refiera que los péptidos son basicamente puros y estan basicamente libres de otras sustancias con glas que se
pueden encontrar en la naturaleza o en sistemas in vivo hasta un punto practico y apropiado para su uso pretendido.
En particular, los péptidos son lo suficientemente puros y estan lo suficientemente libres de otros componentes
biolégicos de sus células hospedadoras con el fin de que sean dutiles, por ejemplo, en la produccion de
preparaciones farmacéuticas o para secuenciacion. Fundado que un péptido aislado se puede mezclar con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable en una preparacién farmacéutica, el péptido puede comprender solamente un
pequefo porcentaje en peso de la preparacion. Sin embargo, el péptido es basicamente puro porque se ha separado
basicamente de las sustancias con las que puede estar asociado en sistemas vivos.

Los péptidos se unen a ABCBS, preferentemente de una manera selectiva. Como se usa en el presente documento,
las expresiones "union selectiva" y "union especifica" se usan indistintamente para hacer referencia a la capacidad
del péptido para unirse con mayor afinidad a ABCB5 y fragmentos del mismo que a compuestos no derivados de
ABCBS. Es decir, los péptidos que se unen de forma selectiva a ABCB5 no se uniran a compuestos no derivados de
ABCBS5 hasta el mismo punto y con la misma afinidad con la que se unen a ABCB5 y a fragmentos del mismo, con la
excepcion de antigenos de reacciéon cruzada o moléculas preparadas para que sean miméticos de ABCBS5 tales
como miméticos peptidicos de carbohidratos o regiones variables de anticuerpos anti-idiotipo que se unen a los
péptidos de unién a ABCB5 de la misma manera que ABCB5. En algunas realizaciones, el péptido se une
Unicamente a ABCB5 y fragmentos del mismo. Como se usa en el presente documento, un péptido de unién que se
une de forma selectiva o especifica a células tumorales ABCB5 también se puede unir a ABCB5 a partir de otras
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fuentes y se unira con menor afinidad (en su caso) a compuestos no derivados de ABCB5. La afinidad menor puede
incluir menor en menos de un 10 %, menos de un 20 %, menos de un 30 %, menos de un 40 %, menos de un 50 %,
menos de un 60 %, menos de un 70 %, menos de un 80 %, menos de un 90 %, o menos de un 95 %.

Como se usa en el presente documento, "anticuerpos aislados" se refieren a anticuerpos que estan basicamente
separados de forma fisica de otro material celular (por ejemplo, separados de células que producen los anticuerpos)
o de otro material que dificulta su uso ya sea en los métodos de diagndstico o terapéuticos que se describen en el
presente documento. Preferentemente, los anticuerpos aislados estan presentes en una poblacion homogénea de
anticuerpos (por ejemplo, una poblacion de anticuerpos monoclonales). Sin embargo, algunas composiciones de
anticuerpos aislados se pueden combinar con otros componentes tales como, pero que no se limitan a, vehiculos,
adyuvantes, y similares farmacéuticamente aceptables.

Las "células que producen anticuerpo aislado" que incluyen hibridomas aislados y células recombinantes aisladas
(tales como las que se describen en el presente documento), como se usa en el presente documento, se refieren a
células que producen anticuerpos que estan basicamente separados de forma fisica de otras células, otro material
corporal (por ejemplo, tejido y fluido ascitico), y otro material que dificulta su uso en la produccioén, por ejemplo, de
una poblacién aislada y preferentemente homogénea de anticuerpos.

Por lo tanto, en una realizacién, el péptido es un anticuerpo monoclonal soluble intacto aislado especifico para
ABCB5. Como se usa en el presente documento, la expresién "anticuerpo monoclonal" se refiere a una poblacion
homogénea de inmunoglobulinas que se une de forma especifica a un epitopo idéntico (es decir, determinante
antigénico). Por ejemplo, en una realizacion, el péptido es un anticuerpo monoclonal que tiene una region variable
de cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 1 y una region variable de cadena
ligera que tiene una secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 2. Estan incluidos los anticuerpos monoclonales
que tienen cualquier combinacion de regiones variables de cadena ligera y de cadena pesada.

Se describen anticuerpos distintos de, por ejemplo, las secuencias de 3C2-1D12, con la condicion de que tales
anticuerpos tengan las caracteristicas de union de los anticuerpos monoclonales que se describen en el presente
documento. Opcionalmente, estos anticuerpos adicionales también aumenta la eliminacién del tumor de células
cancerigenas que expresan ABCB5. Un experto habitual en la materia por identificar facilmente anticuerpos que
tienen las caracteristicas funcionales de este anticuerpo monoclonal usando los ensayos de identificacion
sistematica y de unién que se establecen con detalle en el presente documento.

A menos que se indique de otro modo, la expresion "anticuerpo monoclonal 3C2-1D12" o "mAb3C2-1D12" se refiere
a un anticuerpo que tiene restos de unién a antigeno de, o derivados del, anticuerpo 3C2-1D12 murino.

La expresién "anticuerpo monoclonal”, como se usa en el presente documento, se refiere a un anticuerpo obtenido a
partir de una poblacién de anticuerpos basicamente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que
comprenden la poblacion son idénticos excepto por posibles mutaciones de origen natural que pueden estar
presentes en cantidades menores. Los anticuerpos monoclonales son altamente especificos, dirigiéndose frente a
un solo sitio antigénico. Ademas, al contrario que las preparaciones convencionales de anticuerpo (policlonal) que
por lo general incluyen diferentes anticuerpos dirigidos frente a diferentes determinantes (epitopos), cada anticuerpo
monoclonal se dirige frente a un solo determinante en el antigeno. Ademas de su especificidad, los anticuerpos
monoclonales son ventajosos porque se sintetizan mediante el cultivo del hibridoma, sin contaminar por otras
inmunoglobulinas. El modificador "monoclonal” indica el caracter del anticuerpo como siendo obtenidos a partir de
una poblacién basicamente homogénea de anticuerpos, y no se debe interpretar que se necesita la produccion del
anticuerpo mediante cualquier método en particular.

Los anticuerpos monoclonales se obtienen a partir de la poblaciéon de anticuerpos basicamente homogéneos, es
decir, los anticuerpos individuales que comprenden la poblacién son idénticos excepto por las posibles mutaciones
que se producen de forma natural que pueden estar presentes en cantidades menores. Por lo tanto, el modificador
"monoclonal” indica que el caracter del anticuerpo no es una mezcla de anticuerpos separados.

Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales se pueden preparar usando el método del hibridoma que se describid
primero en Kohler et al., Nature, 256: 495 (1975), o se pueden preparar mediante métodos de ADN recombinante
(documento de Patente de Estados Unidos N° 4.816.567).

En el método del hibridoma, un ratén u otro animal hospedador apropiado, tal como un hamster, se inmuniza tal
como se a descrito anteriormente en el presente documento para obtener linfocitos que produce no son capaces de
producir anticuerpos que se uniran de forma especifica a la proteina usada para la inmunizacién. Como alternativa,
los linfocitos se pueden inmunizar in vitro. A continuacion, los linfocitos se fusionan con células de mieloma cells
usando un agente de fusiéon adecuado, tal como polietilenglicol, para formar una célula de hibridoma (Goding,
Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, pp. 59-103 (Academic Press, 1986)).

Las células de hibridoma preparadas de este modo se siembran y se cultivan en un medio de cultivo adecuado que

contiene preferentemente una o mas sustancias que inhiben el crecimiento por la supervivencia de las células de
mieloma precursoras, sin fusionar. Por ejemplo, si las células de mieloma precursoras carecen de la enzima
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hipoxantina guanina fosforribosil transferasa (HGPRT o HPRT), el medio de cultivo para los hibridomas por lo
general incluira hipoxantina, aminopterina, y timidina (medio HAT), cuyas sustancias evitan en el crecimiento de
células deficientes en HGPRT.

Las células de mieloma preferentes son aquellas que se fusionan de forma eficaz, soportan una produccién de
anticuerpos de alto nivel estable mediante las células seleccionadas que producen anticuerpos, y son sensibles a un
medio, tal como, el medio HAT. Entre éstas, las lineas celulares de mieloma preferentes son lineas de mieloma
murino, tales como las obtenidas de tumores de raton MOPC-21 y MPC-11 disponibles en el Salk Institute Cell
Distribution Center, San Diego, Calif. USA, y células SP-2 o X63-Ag8-653 disponibles en la Coleccion Americana de
Cultivos Tipo, Rockville, Md. USA. También se han descrito lineas celulares de mieloma humano y de
heteromieloma de raton-humano para la produccion de anticuerpos monoclonales (Kozbor, J. Immunol., 133: 3001
(1984); y Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, pp. 51-63 (Marcel Dekker,
Inc., Nueva York, 1987)).

El medio de cultivo en el que se estan cultivando las células de hibridoma se somete a ensayo para la produccion de
anticuerpos monoclonales dirigidos frente al antigeno. Preferentemente, la especificidad de unién de anticuerpos
monoclonales producidos mediante cédulas de hibridoma se determina por inmunoprecipitacion o mediante un
ensayo de union in vitro, tal como radioinmunoensayo (RIA) o ensayo de inmunoabsorcion unido a enzimas (ELISA).

La afinidad de unién del anticuerpo monoclonal se puede determinar, por ejemplo, mediante el andlisis de Scatchard
de Munson et al., Anal. Biochem., 107: 220 (1980).

Después de identificar las células de hibridoma que producen anticuerpos de la especificidad, afinidad y/o actividad
deseadas, los clones se pueden subclonar mediante procedimientos de dilucidon limitante y se pueden cultivar
mediante métodos convencionales (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, pp. 59-103 (Academic
Press, 1986)). Algunos medios de cultivo adecuados para este fin incluyen, por ejemplo, medio D-MEM o RPMI-
1640. Ademas, las células de hibridoma se pueden cultivar in vivo como tumores asciticos en un animal.

Los anticuerpos monoclonales secretados por los subclones se separan adecuadamente del medio de cultivo, fluido
ascitico, o suelo mediante procedimientos convencionales de purificacion de anticuerpos tales como, por ejemplo,
proteina A-Sepharose, cromatografia con hidroxilapatito, electroforesis en gel, dialisis, o cromatografia por afinidad.

ElI ADN que codifican los anticuerpos monoclonales se puede aislar y secuenciar facilmente usando procedimientos
convencionales (por ejemplo, mediante el uso de sondas de oligonucledtidos que son capaces de unirse de forma
especifica a genes que codifican las cadenas pesadas y ligeras de anticuerpos murinos). Las células de hibridoma
sirven como una fuente preferente de tal ADN. Una vez aislado, el ADN se puede colocar en vectores de expresion,
que a continuacion se transfectan en células hospedadoras tales como células de E. coli, células COS de simio,
células de ovario de hamster chino (CHO), o células de mieloma que de otro modo no producen proteina de
anticuerpo, para obtener la sintesis de anticuerpos monoclonales en las células hospedadas recombinantes.
Algunos articulos de revision sobre la expresion recombinante en bacterias de ADN que codifica el anticuerpo
incluyen Skerra et al., Curr. Opinion in Immunol., 5: 256-262 (1993) y Pluckthun, Immunol. Revs., 130: 151-188
(1992).

En una realizacion mas, los anticuerpos monoclonales o fragmentos de anticuerpos se pueden aislar a partir de
bibliotecas de fagos de anticuerpo generadas usando las técnicas que se describen en McCafferty et al., Nature,
348: 552-554 (1990). Clackson et al., Nature, 352: 624-628 (1991) y Marks et al., J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1991)
describen el aislamiento de anticuerpos murinos y humanos, respectivamente, usando bibliotecas de fagos. Las
publicaciones posteriores describen la produccién de anticuerpos humanos de alta afinidad (intervalo nM) mediante
redistribucion de cadenas (Marks et al., Bio/Technology, 10: 779-783 (1992)), asi como una infeccion combinatoria y
recombinacion in vivo como una estrategia para construir bibliotecas de fagos muy grandes (Waterhouse et al., Nuc.
Acids. Res., 21: 2265-2266 (1993)). Por lo tanto, estas técnicas son alternativas viables a las técnicas tradicionales
de hibridoma de anticuerpo para aislamiento de anticuerpos monoclonales.

Por lo general, tales polipéptidos que no son inmunoglobulina estan sustituidos por los dominios constantes de un
anticuerpo, o estan sustituidos por los dominios variables de un sitio de combinacién con el antigeno de un
anticuerpo para crear un anticuerpo bivalente quimérico que comprende un sitio de combinacién con el antigeno que
tiene especificidad para un antigeno y otro sitio de combinacién con el antigeno que tiene especificidad para un
antigeno diferente.

En otras realizaciones, el péptido es un fragmento de anticuerpo. Como se conoce bien en la técnica, solamente una
parte pequefa de una molécula de anticuerpo, el paratopo, esta implicado en la unién del anticuerpo en su epitopo
(véase, en general, Clark, W.R. (1986) The Experimental Foundations of Modern Immunology Wiley & Sons, Inc.,
Nueva York; Roitt, . (1991) Essential Immunology, 72 Ed., Blackwell Scientific Publications, Oxford; y Pier GB,
Lyczak JB, Wetzler LM, (eds). Immunology, Infection and Immunity (2004) 1% Ed. de American Society for
Microbiology Press, Washington D.C.). Las regiones de pFc' il Fc del anticuerpo, por ejemplo, son efectores de la
cascada del complemento y pueden mediar la unién a receptores de Fc en células fagociticas, pero no estan
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implicadas en la unién al antigeno. Un anticuerpo a partir del que se ha escindido de forma enzimatica la region pFc',
o que se ha producido sin la region pFc', denominada un fragmento F(ab'),, mantiene ambos de los sitios de union al
antigeno de un anticuerpo intacto. Un fragmento aislado F(ab'), hace referencia a un fragmento monoclonal
bivalente debido a sus dos sitios de unién al antigeno. De forma analoga, un anticuerpo a partir del que se ha
distinguido de forma enzimatica la regién de Fc, o que se ha producido sin la regién Fc, denominado un fragmento
Fab, mantiene uno de los sitios de unién al antigeno de una molécula de anticuerpo intacta. Evolucionando ain mas,
los fragmentos de Fab consisten en una cadena ligera de anticuerpo unido de forma covalente y una parte de la
cadena pesada del anticuerpo denominada Fd (region variable de cadena pesada). Los fragmentos de Fd son el
determinante principal de la especificidad del anticuerpo (un solo fragmento de Fd puede estar asociado con hasta
diez cadenas ligeras diferentes sin alterar la especificidad del anticuerpo) y los fragmentos de Fd mantienen su
capacidad de unién al epitopo en el aislamiento.

Los términos Fab, Fc, pFc', F(ab'), y Fv se usa en con cualquiera de los significados inmunoldgicos convencionales
[Klein, Immunology (John Wiley, Nueva York, NY, 1982); Clark, W.R. (1986) The Experimental Foundations of
Modern Immunology (Wiley & Sons, Inc., Nueva York); Roitt, I. (1991) Essential Immunology, 72 Ed., (Blackwell
Scientific Publications, Oxford); y Pier GB, Lyczak JB, Wetzler LM, (eds). Immunology, Infection and Immunity (2004)
12 Ed. American Society for Microbiology Press, Washington D.C.].

En ofras realizaciones, las partes de Fc de los anticuerpos se pueden sustituir con el fin de producir IgM asi como
anticuerpos de IgG humana que portan algunas o todas las CDR de los anticuerpos monoclonales que se describen
en el presente documento. De importancia en particular es la inclusién de una region CDR3 de unién a ABCB5 y, en
menor medida, las otras CDR y partes de las regiones marco conservadas de los anticuerpos monoclonales que se
describen en el presente documento. Tales anticuerpos humanos tendran una utilidad clinica en particular porque
reconoceran y se uniran, preferentemente de forma selectiva, a ABCB5, pero no suscitaran una respuesta
inmunitaria en seres humanos contra el propio anticuerpo.

Se pretende incluir variantes funcionalmente equivalentes de los péptidos de union a ABCB5. Una "variante
funcionalmente equivalente” es un compuesto que tiene la misma funcidon (es decir, la capacidad de unirse a
ABCB5) como los péptidos. Una variante funcionalmente equivalente puede ser de naturaleza peptidica pero no se
limita de este modo. Por ejemplo, puede ser un carbohidrato, un peptidomimético, etc. En realizaciones importantes,
la variante funcionalmente equivalentes un péptido que tiene la secuencia de aminoacidos de una region variable o
de una CDR con sustituciones conservativas en la misma, que ademas es capaz de unirse a ABCB5. Un ejemplo de
una variante funcionalmente equivalente de CDR3 de uniéon a ABCB5 de la region variable de cadena pesada (es
decir, la SEC ID N° 1) es un péptido que tiene sustituciones conservativas en la SEC ID N° 1 que se une,
preferentemente de forma especifica, a ABCB5, y que opcionalmente aumenta la eliminaciéon del tumor de células
que expresan ABCBS.

La expresion "variante de secuencia de aminoacidos" se refiere a polipéptidos que tienen secuencias de
aminoacidos que difieren en cierta medida de un polipéptido de la secuencia nativa. Las variantes de la secuencia
de aminoacidos poseen sustituciones, supresiones, y/o inserciones en ciertas posiciones dentro de la secuencia de
aminoacidos de la secuencia de aminoacidos nativa.

"Homologia" se define como el porcentaje de restos en la variante de la secuencia de aminoacidos que son idénticos
después de la alineacion de las secuencias y que introducen huecos, si fuera necesario, para conseguir €l
porcentaje maximo de homologia. Algunos métodos y programas informaticos para la alineacion se conocen bien en
la técnica.

Se contemplan modificaciones de secuencias de aminoacidos de los anticuerpos que se describen en el presente
documento. Por ejemplo, puede ser deseable mejorar la afinidad de unién y/u otras propiedades biologicas del
anticuerpo. Algunas variantes de secuencias de aminoacidos del anticuerpo se preparan mediante la introduccién de
cambios de nucleétidos apropiados en el acido nucleico del anticuerpo, o mediante sintesis de péptidos. Tales
modificaciones incluyen, por ejemplo, supresiones de, y/o inserciones en y/o sustituciones de, restos dentro de las
secuencias de aminoacidos del anticuerpo. Cualquier combinacion de supresion, insercion y sustitucion se realiza
para llegar al constructo final, con la condiciéon de que el constructo final posea las caracteristicas deseadas. Las
alteraciones en el aminoacidos se pueden introducir en la secuencia de aminoacidos del anticuerpo objeto en el
momento en el que se prepara la secuencia.

Un método util para la identificacion de ciertos restos o regiones del anticuerpo que son ubicaciones preferentes
para mutagénesis se denomina "mutagénesis de barrido de alanina" tal como se describe en Cunningham y Wells
(1989) Science, 244: 1081-1085. Aqui, un resto o grupo de restos diana se identifican (por ejemplo, restos cargados
tales como arg, asp, his, lys, y glu) y se sustituyen con un aminoacido neutro o con carga negativa (lo mas
preferentemente alanina o polialanina) para influir en la interaccion de los aminoacidos con antigenos. Esas
ubicaciones de los aminoacidos que demuestran una sensibilidad funcional para las sustituciones se refinan a
continuacion mediante la introduccién adicional u otras variantes, o para, los sitios de sustitucion. Por lo tanto, aun
que el sitio para introducir una variacion en la secuencia de aminoacidos se determina previamente, no es necesario
determinar previamente la naturaleza de la mutacion per se. Por ejemplo, para analizar el rendimiento de una
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mutaciéon en un sitio dado, se realiza barrido de ala o mutagénesis aleatorio en el codén o regién diana y las
inmunoglobulinas expresadas se identifican sistematicamente para la actividad deseada.

Las inserciones de secuencias de aminoacidos incluyen fusiones amino y/o carboxilo terminales que tienen una
longitud que varia de un resto polipéptidos que contienen cien o mas restos, asi como inserciones intrasecuencia de
restos de un solo aminoacido o de multiples aminoacidos. Algunos ejemplos de inserciones terminales incluyen un
anticuerpo con un resto de metionilo N-terminal o el anticuerpo fusionado con un polipéptido citotéxico. Otras
variantes de insercion de la molécula de anticuerpo incluyen la fusién al extremo N o C el anticuerpo a una enzima
(por ejemplo, para ADEPT) o un polipéptido que aumenta la vida media en suero del anticuerpo.

Otro tipo de variante es una variante de sustituciéon de aminoacidos. Estas variantes tienen al menos un resto de
aminoacido en la molécula de anticuerpo sustituido con un resto diferente. Los sitios del mayor interés para
mutagénesis de sustitucion incluyen las regiones hipervariables, pero también se contemplan alteraciones de FR.

Como se usa en el presente documento, "sustitucion conservativas" se refiere a una sustitucion de aminoacidos que
no altera la carga relativa o caracteristicas de tamafio del péptido en el que se realiza la sustitucion del aminoacido.
Algunas sustituciones de aminoacidos conservativas incluyen instituciones realizadas entre aminoacidos con los
siguientes grupos: (1) M, I, L, V; 2)F, Y,W; (3) K, R, H; 4) A, G; (5)S, T; (6) Q, N; y, (7) E, D.

Las modificaciones sustanciales en las propiedades bioldgicas del anticuerpo se consiguen mediante la seleccion de
sustituciones que difieren de forma significativa en su efecto en el mantenimiento de (a) la estructura de la cadena
principal polipeptidico a en la zona de la sustitucion, por ejemplo, en forma de una conformaciéon de lamina o
helicoidal, (b) la carga o hidrofobia de la molécula en el sitio diana, o (c) el volumen de la cadena lateral. Los
aminoacidos se pueden agrupar de acuerdo con similitudes en las propiedades de sus cadenas laterales (en A. L.
Lehninger, en Biochemistry, segunda ed., pp. 73-75, Worth Publishers, Nueva York (1975)):

(1) no polar: Ala (A), Val (V), Leu (L), lle (1), Pro (P), Phe (F), Trp (W), Met (M)
(2) polar sin carga: Gly (G), Ser (S), Thr (T), Cys (C), Tyr (Y), Asn (N), GIn (Q)
(3) acido: Asp (D), Glu (E)

(4) basico: Lys (K), Arg (R), His (H).

Como alternativa, los restos de origen natural se pueden dividir en grupos basandose en propiedades comunes de la
cadena lateral: (1) hidroéfobos: Norleucina, Met, Ala, Val, Leu, lle; (2) hidrofilos neutros: Cys, Ser, Thr, Asn, GIn; (3)
acidos: Asp, Glu; (4) basicos: His, Lys, Arg; (5) restos que influyen en la orientaciéon de la cadena: Gly, Pro; (6)
aromaticos: Trp, Tyr, Phe.

Las sustituciones no conservadoras implicaran el intercambio de un miembro de una de estas clases por otra clase.
Tales restos sustituidos también se pueden introducir en los sitios de sustitucion conservativa o, mas
preferentemente, en los sitios restantes (no conservados).

Un tipo de variante de sustitucion implica la sustitucion de uno o mas restos de la regiéon hipervariable de un
anticuerpo precursor (por ejemplo, un anticuerpo humanizado o humano). Generalmente, la variante o variantes
resultantes seleccionadas para el desarrollo adicional habran mejorado sus propiedades biolégicas con respecto al
anticuerpo precursor a partir del que se generan. Una manera conveniente para generar tales variantes de
sustitucion implica la maduracion por afinidad usando presentacion de fagos. En resumen, varios sitios de region
hipervariable (por ejemplo, 6-7 sitios) se mutan para generar todas las posibles sustituciones de aminoacidos en
cada sitio. Los anticuerpos generados de este modo se presentan a partir de particulas de fagos filamentosos como
fusiones al producto del gen Ill de M13 empaquetado dentro de cada particula. Las variantes que presentan fagos se
identifican sistematicamente a continuacion por su actividad bioldgica (por ejemplo, afinidad de unién) como se
desvela en el presente documento. Con el fin de identificar los sitios candidatos de la regién hipervariable para la
modificacion, se puede realizar mutagénesis de barrido de alanina para identificar restos de la regién hipervariable
que contribuyen de forma significativa a la unién al antigeno. Como alternativa, o adicionalmente, puede ser
beneficioso analizar una estructura cristalina del complejo de antigeno-anticuerpo para identificar puntos de contacto
entre el anticuerpo y el antigeno. Tales restos de contacto y restos vecinos son candidatos para la sustitucion de
acuerdo con las técnicas elaboradas en el presente documento. Una vez que se generan tales variantes, el panel de
variantes se somete a identificacion sistematica tal como se describe en el presente documento y los anticuerpos
con propiedades superiores en uno 0 mas ensayos relevantes se pueden seleccionar para un mayor adicional.

Las moléculas de acido nucleico que codifican variantes de secuencias de aminoacidos del anticuerpo se preparan
mediante una diversidad de métodos conocidos en la técnica. Estos métodos incluyen, pero no se limitan a,
aislamiento a partir de una fuente natural (en el caso de variantes de secuencias de aminoacidos de origen natural)
0 preparacion mediante mutagénesis mediada por oligonucleétidos (o dirigida al sitio), mutagénesis por PCR, y
mutagénesis de casete de una variante preparada anteriormente o una version no variante del anticuerpo.

Puede ser deseable introducir una o mas modificaciones de aminoacidos en una region Fc de los polipéptidos de
inmunoglobulina, generando de este modo una variante de la regién Fc. La variante de la region Fc puede
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comprender una secuencia de la regién Fc humana (por ejemplo, una region Fc de IgG1, IgG2, I1gG3 o IgG4
humana) que comprende una modificacién de aminoacidos (por ejemplo, una sustitucién) en una o mas posiciones
de aminoacidos que incluyen la de una cisteina bisagra.

De acuerdo con esta descripcion y las ensefianzas de la técnica, se contempla que en algunas realizaciones, un
anticuerpo usado en los métodos que se describen en el presente documento puede comprender una o mas
alteraciones en comparacion con el anticuerpo homaélogo de tipo silvestre, por ejemplo, en la regiéon Fc, ademas de
la mutacion de la secuencia bisagra que se describen el presente documento. Sin embargo con estos anticuerpos
mantendrian sustancialmente las mismas caracteristicas necesarias para su utilidad terapéutica en comparacién con
su homologo de tipo silvestre. Por ejemplo, se cree que se pueden hacer ciertas alteraciones en la regiéon Fc que
darian como resultado una unién a C1q y/o Citotoxicidad Dependiente del Complemento (CDC) alteradas (es decir,
mejorada o disminuido), por ejemplo, tal como se describe en el documento de patente WO99/51642. Véase
también Duncan y Winter Nature 322: 738-40 (1988); documento de Patente de Estados Unidos N° 5.648.260;
documento de Patente de Estados Unidos N° 5.624.821; y documento de patente W094/29351 que se refieren a
otros ejemplos de variantes de la region Fc.

Cualquier resto de cisteina no implicado en el mantenimiento de la conformacién apropiada del anticuerpo anti-
ABCB5 también se puede sustituir, generalmente con serina, para mejorar la estabilidad oxidativa de la molécula y
evitar la reticulacion aberrante. Por el contrario, se pueden afiadir con el acebo enlaces de cisteina al anticuerpo
para mejorar su estabilidad (en particular cuando el anticuerpo es un fragmento de anticuerpo tal como un fragmento
de Fv).

Otro tipo de variante de aminoacido del anticuerpo altera el patrén de glicosilacion original del anticuerpo. Por
alteracion se hace referencia a la supresion de uno o mas restos de carbohidrato encontrados en el anticuerpo, y/o a
la adicion de uno o mas sitios de glicosilacion que no estan presentes en el anticuerpo, la glicosilacion de
anticuerpos por lo general esta unida a N o unida a O. Unida a N se refiere a la union del resto de carbohidrato a la
cadena lateral de un resto de asparagina. La secuencias tripeptidicas asparagina-X-serina y asparagina-X-treonina,
en las que X es cualquier aminoacido excepto prolina, son las secuencias de reconocimiento para la unién
enzimatica del grupo carbohidrato a la cadena lateral de asparagina. Por lo tanto, la presencia de cualquiera de
estas secuencias tripeptidicas en un polipéptido crea un sitio de glicosilacion potencial. Glicosilacion unida a O se
refiere a la union de uno de los azlcares N-acetilgalactosamina, galactosa, o xilosa a un hidroxiaminoacido, mas
comunmente serina o treonina, aunque también se puede usar 5-hidroxiprolina o 5-hidroxilisina.

La adicidon de sitios de glicosilacion al anticuerpo se consigue de forma conveniente alterando la secuencia de
aminoacidos de forma que contenga una o mas de las secuencias tripeptidicas que se han descrito anteriormente
(para sitios de glicosilacion unidos a N). La alteracién también se prevé realizar mediante la adicion de, o sustitucion
por, uno o mas restos de serina o treonina a la secuencia del anticuerpo original (para sitios de glicosilacion unidos a
0).

Equivalencia funcional se refiere a una actividad equivalente (por ejemplo, unién a ABCB5, o mejorar la eliminacion
de células que expresan ABCB5), sin embargo, también incluye la variacion en el nivel de dicha actividad. Por
ejemplo, un equivalente funcional es una variante que se une a ABCB5 con una afinidad menor, igual o mayor
paralelos los clones de anticuerpos monoclonales que se describen en el presente documento, con la condicién de
que la variante todavia sea Uutil (es decir, se une a ABCB5 y, opcionalmente, potencia la eliminacién del tumor.

Tales sustituciones se pueden realizar mediante una diversidad de métodos conocidos por un experto habitual en la
materia. Por ejemplo, se pueden realizar sustituciones de aminoacidos mediante mutacion dirigida por PCR,
mutagénesis dirigida al sitio de acuerdo con el método de Kunkel (Kunkel, Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 82: 488-492,
1985), o mediante sintesis quimica de un gen que codifica la CDR en particular o un péptido que comprende las
secuencias de aminoacidos de la CDR que se describen en el presente documento. Los expertos habituales en la
materia conoceran estos y otros métodos para efectuar la alteracion de una CDR que contiene péptidos son y se
pueden encontrar en referencias que recopilan tales métodos, por ejemplo, Sambrook o Ausubel, mencionados
anteriormente. Sin embargo, en algunas realizaciones, debido al tamafo de las CDR, puede ser mas conveniente
sintetizar los péptidos variantes usando un sintetizador peptidico, tales como los que se encuentran disponibles en el
comercio. La actividad de las variantes funcionalmente equivalentes de la union CDR a ABCB5 se puede someter a
ensayo mediante los ensayos de union, y en algunos casos ensayos de actividad biolégica, que se analizan con mas
detalle a continuaciéon. Como se usa en el presente documento, las expresiones "variante funcional", "variante
funcionalmente equivalente" y "variante funcionalmente activa" se usan indistintamente.

Como se usa en el presente documento, la expresion "fragmento de anticuerpo funcionalmente activo" se refiera un
fragmento de una molécula de anticuerpo que incluye una region de unién a ABCB5 que mantiene la capacidad de
unirse a ABCB5 respectivamente, preferentemente de una forma especifica. Tales fragmentos se pueden usar tanto
in vitro como in vivo. En particular, los fragmentos de anticuerpo funcionalmente activos bien conocidos incluyen,
pero no se limitan a, los fragmentos F(ab');, Fab, Fv y Fd de anticuerpos. Estos fragmentos que carecen del
fragmento Fc del anticuerpo intacto, se eliminan mas rapidamente de la circulacién, pueden tener menos union al
tejido no especifica que la de un anticuerpo intacto (Wahl et al., J. Nucl. Med. 24: 316-325 (1983)). Como otro
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ejemplo, se pueden preparar anticuerpos de una sola cadena de acuerdo con los métodos que se describen en la
Patente de Estados Unidos N° 4.946.778 de Ladner et al. Tales anticuerpos de una sola cadena incluyen las
regiones variables de las cadenas ligera y pesada unidas mediante un resto conector flexible. También se ha
informado de algunos métodos para obtener un anticuerpo de un solo dominio ("Fd") que comprende un dominio de
una sola cadena pesada variable aislado (véase, por ejemplo, Ward et al., Nature 341: 644-646 (1989), que desvela
un método de identificacion sistematica para identificar una region variable de cadena pesada de anticuerpo
(anticuerpo de un solo dominio Vu) con una afinidad suficiente para su epitopo diana para unirse al mismo en forma
aislada). En la técnica se conocen algunos métodos para preparar fragmentos de Fv recombinantes basados en
secuencias conocidas de region variable de cadena pesada y cadena ligera de anticuerpo y se han descrito, por
ejemplo, en Moore et al., documento de Patente de Estados Unidos N° 4.462.334. Otras referencias que describen el
uso y la generacion de fragmentos de anticuerpo incluyen, por ejemplo, fragmentos Fab (Tijssen, Practice and
Theory of Enzyme Immunoassays (Elsevier, Amsterdam, 1985)), fragmentos Fv (Hochman et al., Biochemistry 12:
1130 (1973); Sharon et al., Biochemistry 15: 1591 (1976); Ehrlich et al., documento de Patente de Estados Unidos N°
4.355.023) y partes de moléculas de anticuerpo (Audilore-Hargreaves, documento de Patente de Estados Unidos N°
4.470.925). Por lo tanto, los expertos en la materia pueden preparar fragmentos de anticuerpo a partir de diversas
partes de anticuerpos intactos sin destruir la especificidad de los anticuerpos hacia ABCB5.

En divulgaciones importantes en el presente documento, el fragmento de anticuerpo funcionalmente activo también
mantiene la capacidad para aumentar la eliminacién de células que expresan ABCB5. En este ultimo caso, el
fragmento de anticuerpo incluye una region Fc asi como un dominio de unién al epitopo. La regiéon Fc permite que el
fragmento de anticuerpo se una a células positivas para el receptor Fc, que posteriormente fagocita al epitopo unido
mediante la region de Fab del anticuerpo.

Los péptidos anti-ABCB5 pueden comprender adicionalmente anticuerpos humanizados o anticuerpos humanos. Las
formas humanizadas de anticuerpos no humanos (por ejemplo, murinos) son inmunoglobulinas quiméricas, cadenas
de inmunoglobulina o fragmentos de las mismas (tal como Fv, Fab, Fab', F(ab')2 u otras subsecuencias de
anticuerpos de unién al antigeno) que contienen una secuencia minima derivada de inmunoglobulina no humana.
Los anticuerpos humanizados incluyen inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en los que los restos de
una region que determina la complementariedad (CDR) del receptor estan sustituidos con restos de una CDR de una
especie no humana (anticuerpo donante) tal como raton, rata o conejo que tiene la especificidad, afinidad y
capacidad deseadas. En algunos casos, los restos de region marco conservada de Fv de la inmunoglobulina
humana se sustituyen con restos no humanos correspondientes. Los anticuerpos humanizados también pueden
comprender restos que no se encuentran en el anticuerpo receptor ni en la CDR importada o secuencias de marco
conservadas. En general, el anticuerpo humanizado comprendera basicamente todos de al menos uno, y por lo
general todos, dominios variables, en los que todas o basicamente todas las regiones de CDR corresponden a las
de una inmunoglobulina no humana y todas o basicamente todas las regiones de FR sondas de una secuencia
consenso de inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado también comprendera de forma éptima al menos
una parte de una regién constante de inmunoglobulina (Fc), por lo general la de una inmunoglobulina humana
[Jones et al., Nature, 321: 522-525 (1986); Riechmann et al., Nature, 332: 323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct.
Biot, 2: 593-596 (1992)].

En la técnica se conocen bien algunos métodos para la humanizacién de anticuerpos no humanos. Generalmente,
un anticuerpo humanizado tiene uno o mas restos de aminoacidos introducidos en el mismo partir de una fuente que
no es humana. Estos restos de aminoacidos no humanos a menudo se denominan restos de "importacién”, que por
lo general se toman de un dominio variable de "importaciéon". La humanizacion se puede realizar basicamente
después del método de Winter y colaboradores [Jones et al., Nature, 321: 522-525 (1986); Riechmann et al., Nature,
332: 323-327 (1988); Verhoeyen et al., Science, 239: 1534-1536 (1988)], mediante la sustitucion de las CDR o
secuencias de CDR de roedor para las secuencias correspondientes de un anticuerpo humano. Por consiguiente,
tales anticuerpos "humanizados" son anticuerpos quiméricos (documento de Patente de Estados Unidos N°
4.816.567), en los que basicamente en menos de un dominio variable humano intacto se ha sustituido con la
secuencia correspondiente de una especie no humana. En la practica, los anticuerpos humanizados por lo general
son anticuerpos humanos en los que algunos restos de CDR y posiblemente algunos restos de FR estan sustituidos
con restos de sitios analogos en anticuerpos de roedor.

La eleccion de los dominios variables humanos, tanto ligeros como pesados, a usar en la preparacion de los
anticuerpos humanizados es muy importante para reducir la antigenicidad. De acuerdo con el denominado método
de "mejor ajuste”, la secuencia del dominio variable de un anticuerpo de roedor se identifica sistematicamente frente
a toda la biblioteca de secuencias de dominio variable humanas conocidas. La secuencia humana que es mas
proxima a la del roedor se acepta a continuacién como la regidon de marco conservada humana (FR) para el
anticuerpo humanizado (Sims et al., J. Immunol., 151: 2296 (1993); Chotia et al., J. Mol. Biol., 196: 901 (1987)). Otro
método usa una regiéon de marco conservada en particular derivada de la secuencia consenso de todos los
anticuerpos humanos de un subgrupo en particular de cadenas ligera o pesada. La misma regién de marco
conservada se puede usar para varios anticuerpos humanizados diferentes (Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
89: 4285 (1992); Presta et al., J. Immunol., 151: 2623 (1993)).
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También es importante que los anticuerpos se humanicen con retencion de alta afinidad para el antigeno y otras
propiedades biolégicas favorables. Para conseguir este objetivo, de acuerdo con un método preferente, se los
anticuerpos humanizados se preparan mediante un método de analisis de las secuencias precursoras y diversos
productos humanizados conceptuales usando modelos tridimensionales de las secuencias precursora y
humanizada. Los modelos de inmunoglobulina tridimensionales normalmente estan disponibles y son familiares para
los expertos en la materia. Estan disponibles programas informaticos que ilustran y presentan probables estructuras
de conformacion tridimensional de secuencias de inmunoglobulina candidatas seleccionadas. La inspeccion de estas
presentaciones permite el analisis del probable papel de los restos en el funcionamiento de la secuencia de la
inmunoglobulina candidata, es decir, el analisis de los restos que influyen en la capacidad de la inmunoglobulina
candidata para unirse a su antigeno. De este modo, los restos de FR se pueden seleccionar y combinar a partir del
receptor e importa secuencias de modo que se consigue la caracteristica del anticuerpo deseada, tal como un
aumento de la afinidad hacia el antigeno o antigenos indiana. En general, los restos de la region hipervariable estan
implicados directamente y de forma mas sustancial en influir en la union al antigeno.

Un anticuerpo humanizado a modo de ejemplo de interés en el presente documento comprende los restos DYYMY
(SEC ID N° 3); TINDGGTHTY (SEC ID N° 4); y/o DDYYYGSHFDAMDY (SEC ID N° 5) que determinan la
complementariedad del dominio pesado variable, que comprende opcionalmente modificaciones de aminoacidos de
esos restos de CDR, por ejemplo cuando las modificaciones mantienen o aumentan basicamente la afinidad del
anticuerpo. Por ejemplo, la variante del anticuerpo de interés puede tener de aproximadamente una a
aproximadamente siete o aproximadamente cinco sustituciones de aminoacidos en las secuencias de CDR pesada
variable mencionadas anteriormente. Tales variantes de anticuerpo se pueden preparar mediante maduraciéon por
afinidad.

El anticuerpo humanizado puede comprender los restos RASKSVSTSGYSYMH (SEC ID N°: 6); LVSNLES (SEC ID
N°: 7); y/lo QHIRELTR (SEC ID N°: 8) que determinan la complementariedad del dominio ligero variable, por ejemplo
ademas de los restos de CDR de dominio pesado variable en el parrafo precedente. Tales anticuerpos humanizados
comprenden opcionalmente modificaciones de aminoacidos de los restos de CDR mencionados anteriormente, por
ejemplo en las que las modificaciones mantienen o aumentan basicamente la afinidad del anticuerpo. Por ejemplo, la
variante del anticuerpo de interés puede tener de aproximadamente una a aproximadamente siete o
aproximadamente cinco sustituciones de aminoacidos en las secuencias de CDR ligera variable mencionadas
anteriormente.

La presente solicitud también contempla anticuerpos madurados por afinidad que se unen a ABCB5. El anticuerpo
precursor puede ser un anticuerpo humano o un anticuerpo humanizado, por ejemplo, uno que comprende las
secuencias ligera y/o pesada variables de las SEC ID N°%: 2 y 1, respectivamente. El anticuerpo madurado por
afinidad se une preferentemente a ABCB5 con una afinidad superior a la del mAb3C2-1D12 murino.

Se contemplan las formas del anticuerpo humanizado o anticuerpo madurado por afinidad. Por ejemplo, el
anticuerpo humanizado o madurado por afinidad anticuerpo puede ser un fragmento de anticuerpo, tal como un Fab,
que se conjuga opcionalmente con uno o mas agentes citotdxicos con el fin de generar un inmunoconjugado. Como
alternativa, el anticuerpo humanizado o anticuerpo madurado por afinidad puede ser un anticuerpo intacto, tal como
un anticuerpo IgG1 intacto.

El documento de Solicitud de Patente Europea 0239400 proporciona una ensefianza a modo de ejemplo de la
produccion y uso de anticuerpos monoclonales humanizados en los que al menos la parte de CDR de un anticuerpo
murino (u otro mamifero no humano) esta incluido en el anticuerpo humanizado. En resumen, los siguientes
métodos son Utiles para la preparacion de un anticuerpo monoclonal de CDR humanizado que incluye al menos una
parte de una CDR de ratén. Se prepara un primer vector de expresion replicable que incluye un promotor adecuado
unido de forma operativa a una secuencia de ADN que codifica al menos un dominio variable de una cadena pesada
o ligera de Ig y el dominio variable comprende regiones marco conservadas de un anticuerpo humano y una region
CDR de un anticuerpo murino. Opcionalmente se prepara un segundo vector de expresion replicable que incluye un
promotor adecuado unido de forma operativa a una secuencia que codifica ADN, al menos el dominio variable de
una cadena ligera o pesada de Ig humana complementaria respectivamente. A continuacion, una linea celular se
transforma con los vectores. Preferentemente, la linea celular es una linea celular de mamifero inmortalizada de
origen linfoide, tal como una linea celular de mieloma, hibridoma, trioma, o cuadroma, o es una celular linfoide
normal que se ha inmortalizado mediante transformacién con un virus. La linea celular transformada se cultiva a
continuacion en condiciones conocidas por los expertos en la materia para producir el anticuerpo humanizado.

Tal como se ha expuesto en el documento de Solicitud de Patente Europea 0239400, en la técnica se conocen bien
varias técnicas para crear dominios de anticuerpo en particular para su insercion en el vector replicable. (Algunos
vectores y técnicas recombinantes preferentes se analizan con mayor detalle a continuacion.) Por ejemplo, la
secuencia de ADN que codifica el dominio se puede preparar mediante sintesis de oligonucledtidos. Como
alternativa, un gen sintético que carece de las regiones CDR en las que cuatro regiones demarco conservadas se
fusionan en conjunto con sitios de restriccion adecuados en las uniones, de modo que algunos casetes de CDR
subclonado sintético bicatenario o restringido se podrian ligar con extremos cohesivos se podrian ligar en las
uniones de las regiones demarco conservadas. Otro método implica la preparacion de la secuencia de ADN que
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codifica el dominio que contiene la CDR variable mediante mutagénesis dirigida al sitio de oligonucleétido. Cada uno
de estos métodos se conoce bien en la técnica. Por lo tanto, los expertos en la materia pueden preparar anticuerpos
humanizados que contienen una region CDR murina sin destruir la especificidad del anticuerpo hacia su epitopo.

Como una alternativa a la humanizacion, se pueden generar anticuerpos humanos. Un "anticuerpo humano" es uno
que posee una secuencia de aminoacidos que corresponde a la de un anticuerpo producido por un ser humano y/o
se ha preparado usando cualquiera de las técnicas para preparar anticuerpos humanos. Esta definicion de un
anticuerpo humano excluye especificamente un anticuerpo humanizado que comprende restos de unidn a antigeno
no humanos. Por ejemplo, ahora es posible producir animales transgénicos (por ejemplo, ratones) que son capaces,
después de la inmunizacién, de producir un repertorio completo de anticuerpos humanos en ausencia de produccion
enddgena de inmunoglobulina. Por ejemplo, se ha descrito que la supresion homocigota del gen de la region de
union de cadena pesada a anticuerpo (JH) en ratones mutantes quiméricos y de linea germinal da como resultado
una inhibicién completa de produccion de anticuerpos enddgenos. La transferencia de la matriz de genes de
inmunoglobulina de linea germinal humana en tales ratones mutantes de linea germinal dara como resultado la
produccion de anticuerpos humanos después de la exposicion al antigeno. Véase, por ejemplo, Jakobovits et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 2551 (1993); Jakobovits et al., Nature, 362: 255-258 (1993); Bruggermann et al.,
Year in Immuno., 7: 33 (1993); y los documentos de Patente de Estados Unidos N° 5.591.669, 5.589.369 y
5.545.807.

Como alternativa, se puede usar tecnologia de presentacion de fagos (McCafferty et al., Nature 348: 552-553
(1990)) para producir anticuerpos humanos y fragmentos de anticuerpos in vitro, a partir de repertorios de genes de
dominio variable (V) de inmunoglobulina de donantes no inmunizados. De acuerdo con esta técnica, algunos genes
de dominio V de anticuerpo se clonan en marco ya sea en un gen de proteina de cubierta principal o secundaria de
un bacteriéfago filamentoso, tal como M13 o fd, y se presentan como fragmentos de anticuerpo funcionales en la
superficie de la particula del fago. Dado que la particula filamentosa contiene una copia de ADN monocatenario del
genoma del fago, las selecciones basadas en las propiedades funcionales del anticuerpo también dan como
resultado la seleccion del gen que codifica el anticuerpo que presenta esas propiedades. Por lo tanto, el fago imita
algunas de las propiedades del linfocito B. La presentacién del fago se puede realizar en una diversidad de formatos;
para su revision véase, por ejemplo, Johnson, Kevin S, y Chiswell, David J., Current Opinion in Structural Biology 3:
564-571 (1993). Para presentacion de fagos se pueden usar varias fuentes de segmentos del gen V. Clackson et al.,
Nature, 352: 624-628 (1991) aislaron una matriz diversa de anticuerpos anti-oxazolona a partir de una pequefa
biblioteca combinatoria aleatoria del gen V derivados de los bazos de ratones inmunizados. Se puede construir un
repertorio de genes V a partir de donantes humanos no inmunizados y se pueden aislar anticuerpos de una matriz
diversa de antigenos (incluyendo autoantigenos) basicamente siguiendo las técnicas que se describen en Marks et
al., J. Mol. Biol. 222: 581-597 (1991), o Griffith et al., EMBO J. 12: 725-734 (1993). Véanse también, los documentos
de Patente de Estados Unidos N°° 5.565.332 y 5.573.905. También se pueden generar anticuerpos humanos
mediante linfocitos B activados in vitro (véanse los documentos de Patente de Estados Unidos N°° 5.567.610 y
5.229.275).

Algunos anticuerpos monoclonales también se pueden preparar mediante cualquiera de los métodos conocidos en la
técnica, tales como los que se desvelan en el documento de Patente de Estados Unidos N° 5.567.610, expedido por
Borrebaeck et al., documento de Patente de Estados Unidos N° 565. 354, expedido por Ostberg, documento de
Patente de Estados Unidos N° 5.571.893, expedido por Baker et al., Kozber, J. Immunol. 133: 3001 (1984), Brodeur,
et al., Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, p. 51-63 (Marcel Dekker, Inc, Nueva York,
1987), y Boerner et al., J. Immunol., 147: 86-95 (1991).

También se sedes de la el uso de fragmentos de region variable de cadena sencilla (scFv). Los fragmentos de la
region variable de cadena sencilla se realizan mediante la union de las regiones de cadena ligera y/o pesada usando
un péptido de enlace corto. Como conector en un scFv se puede usar cualquier péptido que tenga flexibilidad y
longitud suficiente. Por lo general, se selecciona el enlazador que tiene poca o ninguna inmunogenicidad. Un
ejemplo de un péptido de union son multiples restos de GGGGS, que unen por puente el extremo carboxi de una
region variable y el extremo amino terminal de otra region variable. También se pueden usar otras secuencias de
union.

Toda o cualquier parte de la cadena pesada o ligera se puede usar en cualquier combinacién. Por lo general, la
totalidad de las regiones variables estan incluidos en el scFv. Por ejemplo, la region variable de cadena ligera se
puede unir a la region variable de la cadena pesada. Como alternativa, una porcién de la regién variable de cadena
ligera se puede unir a la regién variable de cadena pesada, o parte de la misma. También se contemplan los scFv en
los que la regidn variable de cadena pesada es del anticuerpo de interés, y la region variable de cadena ligera es de
otra inmunoglobulina.

Los scFv se pueden ensamblar en cualquier orden, por ejemplo, Vy-conector-V, o V -conector-Vy. Puede haber una
diferencia en el nivel de expresion de estas dos configuraciones en sistemas de expresion en particular, en cuyo
caso una de estas formas puede ser preferente. También se pueden preparar scFv en tandem, tales como, (X)-
conector-(X)-conector-(X), en los que X son polipéptidos de los anticuerpos de interés, o combinaciones de estos
polipéptidos con otros polipéptidos. En otra realizacion, los polipéptidos de anticuerpos de una sola cadena no tienen
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polipéptido conector, o solamente un conector corto, inflexible. Algunas configuraciones posibles son Vi - Vi y Vy -
V(. La unién es demasiado corta para permitir la interaccion entre V| y Vi dentro de la cadena, y las cadenas forman
homodimeros con un sitio de unién al antigeno V. / V4 en cada extremo. En la técnica tales moléculas se denominan
"diacuerpos".

Se pueden producir regiones variables de una sola cadena ya sea de manera recombinante o sintética. Para la
produccioén sintética de scFv, se puede usar un sintetizador automatico. Para la producciéon recombinante de scFyv,
un plasmido adecuado que contiene polinucleétido que codifica el scFv se puede introducir en una célula
hospedadora adecuada, ya sea eucariota, tal como células de levadura, planta, insecto o mamifero, o procariota, tal
como E. coli, y la proteina expresadas en puede aislar usando técnicas de purificacion de proteinas convencionales.

Las condiciones de expresion deberian ser tales que el polipéptido scFv puede asumir una estructura terciaria
optima. Dependiendo del plasmido usado y la célula hospedadora, puede ser necesario modular la tasa de
produccion. Por ejemplo, el uso de un promotor mas débil, o expresién a temperaturas mas bajas, puede ser
necesario para optimizar la produccion de scFv plegado de forma correcta en sistemas procariotas; o puede ser
preferentemente para expresar scFv en células eucariotas.

El término "diacuerpos" se refiere a fragmentos de anticuerpos pequefios con dos sitios de unién al antigeno,
fragmentos que comprenden un dominio variable de cadena pesada (VH) conectado a un dominio variable de
cadena ligera (VL) en la misma cadena de polipéptidos (VH-VL ). Usando un conector que es demasiado corto para
permitir el emparejamiento entre los dos dominios en la misma cadena, los dominios se ven forzados a emparejarse
con los dominios complementarios de otra cadena y a crear dos sitios de union al antigeno. Los diacuerpos se
describen mas completamente, por ejemplo, en el documento de patente EP 404.097; documento de patente WO
93/11161; y Hollinger et al., Proc. Natl. Acad Sci. USA, 90: 6444-6448 (1993).

Los anticuerpos monoclonales en el presente documento fluyen de forma especifica anticuerpos "quiméricos" en los
que una parte de la cadena pesada y/o ligera es idéntica u homologa a las secuencias en anticuerpos derivados de
una especie en particular o que pertenecen a una clase o subclase de anticuerpo en particular, mientras que el resto
de la cadena o cadenas es idéntico u homodlogo a las secuencias correspondientes en anticuerpos derivados de
otras especies o que pertenecen a otra clase o subclase de anticuerpos, asi como fragmentos de dichos
anticuerpos, siempre y cuando presenten la actividad bioloégica deseada.

Algunos anticuerpos biespecificos son monoclonales, preferentemente humanos o humanizados, anticuerpos que
tienen especificidades de unién para al menos dos antigenos diferentes. En el presente caso, una de las
especificidades de union es para el ABCB5, la otra es para cualquier otro antigeno, y preferentemente para una
proteina de superficie celular o receptor o subunidad del receptor. En la técnica se conocen métodos para preparar
anticuerpos biespecificos. Tradicionalmente, la producciéon recombinante de anticuerpos biespecificos se basa en la
coexpresion de dos pares de inmunoglobulina de cadena pesada/cadena ligera de inmunoglobulina, en los que las
dos cadenas pesadas tienen diferentes especificidades [Milstein y Cuello, Nature, 305: 537-539 (1983)]. Debido a la
seleccion aleatoria de cadenas pesadas y ligeras inmunoglobulina, estos hibridomas (cuadromas) producen una
mezcla potencial de diez moléculas de anticuerpo diferentes, de las que solamente una tiene la estructura
biespecifica correcta. La purificacion de la molécula correcta se consigue normalmente mediante etapas de
cromatografia por afinidad. Algunos procedimientos similares se desvelan en el documento de patente WO
93/08829, publicado el 13 mayo de 1993, y en Traunecker et al., EMBO J., 10: 3655-3659 (1991).

Se contemplan anticuerpos con mas de dos valencias. Por ejemplo, se pueden preparar anticuerpo triespecificos.
Tutt et al., J. Immunol. 147: 60 (1991).

Ademas algunos péptidos pequefios que incluyen los que contienen la regiéon CDR3 de unién a ABCB5 se pueden
sintetizar o producir facilmente por medios recombinantes para producir el péptido. Tales métodos son bien
conocidos por los expertos habituales en la materia. Los péptidos se pueden sintetizar, por ejemplo, usando
sintetizadores peptidicos automaticos disponibles en el comercio. Los péptidos se pueden producir con técnicas
recombinantes mediante la incorporacion del ADN que expresa el péptido en un vector de expresion y pero las
transformante es con la el vector de expresién para producir el péptido.

Los péptidos, incluyendo anticuerpos, se pueden someter a ensayo por su capacidad para unirse a ABCB5 usando
ensayos de unién convencionales conocidos en la técnica. Como las de un ensayo adecuado, ABCB5 se puede
inmovilizar sobre una superficie (tal como en un pocillo de una placa de miltiples pocillos) y a continuacion poner en
contacto con un péptido marcado. La cantidad de péptido que se une al ABCB5 (y por lo tanto se llega a
autoinmovilizar sobre la superficie) se puede cuantificar a continuacion para determinar si un péptido en particular se
une a ABCB5. Como alternativa, la cantidad de péptido no unido a la superficie también se puede medir. En una
variacion de este ensayo, el péptido se puede someter a ensayo por su capacidad para unirse directamente a una
célula que expresa ABCB5.

El péptido de unién también se puede someter a ensayo usando un ensayo de competicion. Si el péptido que se
esta sometiendo a ensayo (incluyendo un anticuerpo) compite con los anticuerpos monoclonales o fragmentos de
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anticuerpos que se describen en el presente documento, como se muestra mediante una disminucion en la unién del
anticuerpo o fragmento monoclonal, entonces es probable que el péptido y el anticuerpo monoclonal se unan con el
mismo epitopo, o al menos uno de superposicion. En este sistema de ensayo, el anticuerpo o fragmento de
anticuerpo esta marcado y el ABCB5 se inmoviliza sobre la superficie solida. De esta manera, se pueden identificar
péptidos que compiten incluyen anticuerpos que compiten. Se describen péptidos y anticuerpos en particular (y
fragmentos de los mismos) que compiten con el anticuerpo 3C2 1D12 por la unién a ABCB5 (es decir, los
anticuerpos que reconocen y se unen a los mismos epitopos que 3C2 1D12.

También se desvelan moléculas pequefias que se unen a ABCB5 y mejoran la eliminacion del tumor. Tales
moléculas de unién se pueden identificar mediante los métodos convencionales de identificacion sistematica, tales
como procedimientos de presentacion de fagos (por ejemplo, métodos que se describen en Hart et al., J. Biol. Chem.
269: 12468 (1994)). Hart et al. informan de una biblioteca de presentacion en fago filamentoso para la identificacion
de nuevos ligandos peptidicos. En general, las bibliotecas de presentacién de fagos que usan, por ejemplo, fago
M13 o fd, se preparan usando procedimientos convencionales tales como los que se han descrito en la referencia
mencionada anteriormente. Las bibliotecas generalmente presentan insertos que contienen de 4 a 80 restos de
aminoacidos. Los insertos representan opcionalmente una matriz de péptidos completamente degenerada o
sesgada. Se obtienen ligandos que tienen las propiedades de unién adecuadas mediante la seleccion de los fagos
que expresan en su superficie un ligando que se une a la molécula diana. Estos fagos se someten después a varios
ciclos de reseleccion para identificar los fagos que expresan el ligando peptidico que tienen las caracteristicas de
union mas utiles. Por lo general, los fagos que presentan las mejores caracteristicas de union (por ejemplo, afinidad
mas elevada) se caracterizan adicionalmente mediante analisis de acido nucleico para identificar las secuencias de
aminoacidos en particular del péptido expresado en la superficie del fago en la longitud optima del péptido
expresado para conseguir la uniéon optima. En Brissette R et al., Curr Opin Drug Discov Devel. Mayor de 2006; 9 (3):
363-9 también se describe biblioteca de péptido o anticuerpo de presentacion de fago.

Como alternativa, se pueden identificar moléculas de unién a partir de bibliotecas combinatorias. Se han descrito
muchos tipos de bibliotecas combinatorias. Por ejemplo, el los documentos de Patente de Estados Unidos N°
5.712.171 (que describe métodos para preparar matrices de constructos moleculares sintéticos mediante la
formacién de una pluralidad de constructos moleculares que tienen una estructura principal de armazén de la
molécula quimica y la modificacién de al menos una ubicacién en la molécula en una matriz ordenada de forma
légica); N° 5.962.412 (que describe métodos para preparar polimeros que tienen propiedades fisicoquimicas
especificas); y N° 5.962.736 (que describe compuestos en matrices especificas).

Los expertos en la materia pueden identificar otras moléculas de union siguiendo las directrices que se describen en
el presente documento. Se puede usar tecnologia de biblioteca para identificar moléculas pequefias, que incluyen
péptidos pequefios, que se unen a ABCB5 e interrumpen su funcion. Una ventaja del uso de bibliotecas a la
identificacion de antagonistas es la facil manipulacion de millones de diferentes supuestos candidatos de tamafios
pequefios en volimenes de reaccion pequefios (es decir, en reacciones de sintesis y de identificacion sistematica).
Otra ventaja de las bibliotecas la capacidad para sintetizar antagonistas que de otro modo no se podrian conseguir
usando fuentes de origen natural, en particular en el caso de restos no peptidicos.

Las bibliotecas de moléculas pequenas se pueden identificar sistematicamente por sus efectos moduladores en el
transporte de eflujo de rodamina-123 mediado por ABCB5, a partir del que se puede deducir la uniéon a ABCB5.
También se pueden identificar sustratos o inhibidores potenciales de la funcién de ABCB5 mediante correlacion de
genes 0 expresion de proteinas de ABCB5 a través del panel NCI-60 de lineas celulares de cancer del Instituto
Nacional del Cancer con potencias farmacolégicas establecidas de > 100.000 compuestos para estas lineas
celulares, del mismo modo en que se describe en Frank et al. Cancer Research 2005 para una seleccién de 119
agentes anticancerosos convencionales.

Muchos, si no todos estos compuestos se pueden sintetizar usando bibliotecas recombinantes o quimicas. Se puede
generar una amplia matriz de compuestos candidatos a partir de bibliotecas de compuestos sintéticos o naturales.
Algunas bibliotecas de compuestos naturales en forma de extractos bacterianos, fungicos, vegetales y animales
estan disponibles o se pueden producir facilmente. Las bibliotecas naturales y producidas de forma sintética y
algunos compuestos se pueden modificar faciimente a través de medios quimicos, fisicos, y biogquimicos
convencionales. Ademas, algunos compuestos de los que se sabe que se unen y por lo tanto actian como
antagonistas de canales de calcio se pueden someter a modificaciones quimicas dirigidas o aleatorias tales como
acilacion, alquilacion, esterificacion, amidacion, etc. para producir analogos estructurales que pueden funcionar del
mismo modo quiza con mayor especificidad.

También se pueden generar bibliotecas combinatorias de molécula pequefia. Una biblioteca combinatoria de
compuestos organicos pequefios es una coleccion de analogos muy relacionados que difieren entre si en uno o mas
puntos de diversidad y se sintetizan mediante técnicas organicas usando procesos de multiples etapas. Las
bibliotecas combinatorias incluyen un gran numero de compuestos organicos pequefios. Un tipo de biblioteca
combinatoria se prepara por medio de métodos de sintesis en paralelo para producir una matriz de compuesto. Una
"matriz de compuesto” tal como se usa en el presente documento es una coleccidon de compuestos que se pueden
identificar mediante sus direcciones espaciales en coordenadas Cartesianas y se pueden colocar de modo que cada
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compuesto tiene un nidcleo molecular comin y uno o mas elementos de diversidad estructural variable. Los
compuestos en tal matriz de compuesto se producen en paralelo en recipientes de reacciéon separados, con cada
compuesto identificado y trazado mediante su direccion espacial. Algunos ejemplos de mezclas de sintesis en
paralelo y métodos de sintesis en paralelo se proporcionan en la solicitud de patente publicada de PCT
WQ095/18972, publicada el 13 de julio de 1995 y el documento de la Patente de Estados Unidos N° 5.712.171
concedida al 27 de enero de 1998 y su correspondiente solicitud de patente de PCT publicada W096/22529.

En la técnica se conocen bien algunos ensayos de union convencionales, y un niumero de éstos son adecuados
incluyendo ELISA, ensayos de unidn por competicion (como se ha descrito anteriormente), ensayos de sandwich,
ensayos de radiorreceptor usando péptidos marcados de forma radiactiva o anticuerpos radiomarcados,
inmunoensayos, etc. La naturaleza del ensayo no es esencial siempre que sea lo suficientemente sensible para
detectar la unién de un nimero pequefio de péptidos.

Una diversidad de otros reactivos también se puede incluir en la mezcla de unién. Estos incluyen reactivos tales
como sales, tampones, proteinas neutras (por ejemplo, albumina), detergentes, etc., que se pueden usar para
facilitar la unién éptima. Un reactivo de este tipo también puede reducir las interacciones no especificas o de fondo
de los componentes de reaccion. También se pueden usar otros reactivos que mejoran la eficacia del ensayo. La
mezcla de los materiales de ensayo anteriores se incuba en condiciones en las que el anticuerpo monoclonal se une
normalmente de forma especifica a ABCB5. Tales condiciones imitaran preferentemente las condiciones fisiologicas.
El orden de adicién de los componentes, temperatura de incubacion, tiempo de incubacion, y otros parametros del
ensayo se pueden determinar faciimente. Tal experimentacion simplemente implica la optimizacion de los
parametros del ensayo, no la composicion fundamental del ensayo. Las temperaturas de incubacién por lo general
se encuentran entre 4 °C y 40 °C. Los tiempos de incubacién se minimizan preferentemente para facilitar la
identificacion sistematica de alto rendimiento, y por lo general son entre 0,1 y 10 horas. Después de la incubacion, la
presencia o ausencia de union especifica entre el péptido y ABCB5 se detecta mediante cualquier método
conveniente disponible para el usuario.

Por lo general, una pluralidad de mezclas de ensayo se ejecuta en paralelo con diferentes péptidos o diferentes
concentraciones de péptido para obtener una respuesta diferente a las diversas concentraciones. Una de estas
concentraciones sirve como control negativo, es decir, a concentracion cero de ABCB5 o a una concentracion de
ABCBS5 por debajo de los limites de deteccién del ensayo.

A menudo se usa una etapa de separacion para separar el péptido o anticuerpo unido o no unido. La etapa de
separacion se puede conseguir en una diversidad de maneras. De forma conveniente, al menos uno de los
componentes (por ejemplo, péptido o anticuerpo) se inmoviliza sobre un sustrato sélido a través de la unién a
ABCBS5. Los componentes no unidos se pueden separar facilmente de la fraccién unida. El sustrato sélido puede
estar formado por una amplia diversidad de materiales y en una amplia variedad de formas, por ejemplo, columnas o
geles de poliacrilamida, agarosa o Sepharose, placas de microtitulacion, microperlas, particulas de resina, etc. La
etapa de separacion incluye preferentemente multiples aclarados o lavados. Por ejemplo, cuando el sustrato sélido
es una placa de microtitulacién, los pocillos se pueden lavar varias veces con una solucion de lavado, que por lo
general incluye los componentes de la mezcla de incubacion que no participan en enlaces especificos, tales como
sales, tampon, detergente, proteina no especifica, etc. Cuando el sustrato solido es una perla magnética, las perlas
se pueden lavar una o mas veces con una solucién de lavado y se pueden aislar usando un iman.

Las moléculas que se describen en el presente documento se pueden usar solas o en conjugados con otras
moléculas tales como deteccidon o agentes citotoxicos en los métodos de deteccion y tratamiento que se describen
en el presente documento, tal como se describe con mas detalle en el presente documento.

Por lo general, uno de los componentes comprende normalmente, o se acopla o se conjuga con una marca
detectable. Un marcador detectable es un resto, cuya presencia se puede determinar directa o indirectamente.
Generalmente, la deteccion de la marca implica una emision de energia por la marca. La marca se puede detectar
directamente por su capacidad para emitir y/o absorber fotones u otras particulas atdmicas de una longitud de onda
en particular (por ejemplo, radiactividad, luminiscencia, densidad Optica o electrénica, etc.). Una marca se puede
detectar indirectamente por su capacidad para unirse, reclutar y, en algunos casos, escindir otro resto que por si
mismo puede emitir o absorber luz de una longitud de onda en particular (por ejemplo, marca de epitopo tal como el
epitopo FLAG, marca enzimatica tal como peroxidasa de rabano picante, etc.). Un ejemplo de deteccion indirecta es
el uso de una primera marca que escinde un sustrato en productos visibles. La marca puede ser de una naturaleza
quimica, péptido o molécula de acido nucleico, aunque no se limita de este modo. Otros marcadores detectables
incluyen isétopos radiactivos tales como P20 H3, marcadores luminiscentes tales como fluorocromos, marcadores
de densidad optica o electrénica, etc., 0 marcas de epitopo tales como el epitopo FLAG o el epitopo HA, biotina,
avidina, y las marcas enzimaticas tales como peroxidasa de rabano picante, B-galactosidasa, etc. La marca se
puede unir a un péptido durante o después de su sintesis. Existen muchas marcas y métodos de marcado diferentes
conocidos por los expertos habituales en la materia. Algunos ejemplos de los tipos de marcas que se pueden usar
incluyen enzimas, radioisétopos, compuestos fluorescentes, metales coloidales, compuestos quimioluminiscentes y
compuestos bioluminiscentes. Los expertos habituales en la materia conoceran otras marcas adecuados para los
péptidos que se describen en el presente documento, o seran capaces de determinarlas, usando experimentacion
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de rutina. Ademas, el acoplamiento o conjugacion de estas marcas a los péptidos se puede realizar usando técnicas
convencionales comunes para los expertos habituales en la materia.

Otra técnica de marcado que puede dar como resultado una mayor sensibilidad consiste en el acoplamiento de las
moléculas que se describen en el presente documento a haptenos de bajo peso molecular. A continuacion, estos
haptenos se pueden alterar especificamente por medio de una segunda reaccion. Por ejemplo, es habitual el uso de
haptenos tales como biotina, que reacciona con avidina, o dinitrofenol, piridoxal o fluoresceina, que pueden
reaccionar con anticuerpos anti-hapteno especificos.

La conjugacion de los péptidos que incluyen anticuerpos o fragmentos de los mismos con una marca detectable
facilita, entre otras cosas, el uso de tales agentes en ensayos de diagndstico. Otra categoria de marcas detectables
incluye marcas de diagnéstico y de formacion de imagenes (denominadas por lo general marcas detectables in vivo)
tal como por ejemplo formacion de imagenes por resonancia magnética (MRI): Gd(DOTA); para medicina nuclear:
2917), radionuclido 99mTc de emisién gamma; para tomografia de emision de positrones (PET): isétopos que emiten
positrones, %18)F-f|uorodesoxig|ucosa ((18)FDG), (18)F-fluoruro, cobre-64, gadodiamida, y radioisétopos de Pb (Il)
tales como 2 3Pb; 111In.

Las conjugaciones o modificaciones que se describen en el presente documento usan quimica de rutina, que la
quimica no forma parte de la invencién y su quimica es bien conocida por los expertos en la técnica quimica. El uso
de grupos protectores y conectores conocidos, tales como conectores mono y heterobifuncionales estan bien
documentado en la bibliografia y no se repetira aqui.

Como se usa en el presente documento, "conjugado” se refiere a dos entidades unidas de forma estable entre si
mediante cualquier medio fisicoquimico. Es importante que la naturaleza de la unién sea tal que no perjudique
sustancialmente a la eficacia de cualquiera de estas entidades. Manteniendo estos parametros en mente, se puede
usar cualquier enlace covalente o no covalente conocido por los expertos habituales en la materia. En algunas
realizaciones, se prefiere el enlace covalente. La conjugacion no covalente incluye interacciones hidréfobas,
interacciones iénicas, interacciones de alta afinidad tales como formacion de complejos de biotina-avidina y biotina-
estreptavidina y otras interacciones de afinidad. Tales medios y métodos de unién son bien conocidos por los
expertos habituales en la materia.

Se puede usar una diversidad de métodos para detectar la marca, dependiendo de la naturaleza de la marca y otros
componentes del ensayo. Por ejemplo, la marca se puede detectar mientras esta unida al sustrato sélido o después
de la separacién del sustrato sélido. Las marcas se pueden detectar directamente a través de densidad 6ptica o
electrénica, emisiones radiactivas, transferencias de energia no radiantes, etc. o se pueden detectar indirectamente
con conjugados de anticuerpos, conjugados de estreptavidina-biotina, etc. Los métodos para detectar las etiquetas
se conocen bien en la técnica.

Los conjugados también incluyen un anticuerpo conjugado a un agente citotoxico tal como un agente
quimioterapéutico, toxina (por ejemplo, una toxina enzimaticamente activa de origen bacteriano, fungico, vegetal o
animal, o fragmentos de los mismos, o una toxina de pequefia molécula), o un isétopo radioactivo (es decir, un
radioconjugado). Otros agentes antitumorales que se pueden conjugar a los anticuerpos incluyen BCNU,
estreptozoicina, vincristina y 5-fluorouracilo, la familia de agentes conocidos colectivamente como complejo LL-
E33288 que se describe en los documentos de Patente de Estados Unidos N° 5.053.394, 5.770.710, asi como
esperamicinas (documento de Patente de Estados Unidos N° 5.877.296). Algunas toxinas enzimaticamente activas y
fragmentos de las mismas que se pueden usar en los conjugados incluyen cadena A de difteria, fragmentos activos
de no unién de la toxina de la difteria, cadena A de exotoxina (de Pseudomonas aeruginosa), cadena A de ricina,
cadena A de abrina, cadena A de modecina, alfa-sarcina, proteinas de Aleurites fordii, proteinas de diantina,
proteinas de Phytolaca americana (PAPI, PAPII, y PAP-S), inhibidor de Momordica charantia, curcina, crotina,
inhibidor de Saponaria officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina, fenomicina, enomicina y los tricotecenos.

Para la destruccién selectiva del tumor, el anticuerpo puede comprender un atomo altamente radiactivo. Una
diversidad de is6topos radiactivos esta disponible para la produccién de anticuerpos radioconjugados. Los ejemplos
incluyen AtZ”, Im, I125, Ygo, Re186, Re188, Sm153, Bim, P32, Pb%'? e isotopos radiactivos de Lu. Cuando el conjugado
se usa para deteccion, puede comprender un atomo radiactivo para estudios gammagraficos, por ejemplo tc®m o
', 0 una marca de espin para formacion de imagenes por resonancia magnética nuclear (RMN) (también conocida
como formacion de imagenes por resonancia magnética, mri), tal como yodo-123, yodo-131, indio-111, fldor-19,
carbono-13, nitrdgeno-15, oxigeno-17, gadolinio, manganeso o hierro.

Las radio- u otras marcas se pueden incorporar en el conjugado de maneras conocidas. Por ejemplo, el péptido se
puede biosintetizar o se puede sintetizar mediante sintesis quimica de aminoacidos usando precursores de
aminoacidos adecuados que implican, por ejemplo, flior-19 en lugar de hidrogeno. Las marcas tales como
tc.sup.99m o l.sup.123, .Re.sup.186, Re.sup.188 qui In.sup.111 se pueden unir a través de un resto de cisteina en el
péptido. El itrio-90 se puede unir mediante un resto de lisina. EI método IODOGEN (Fraker et al. (1978) Biochem.
Biophys. Res. Commun. 80: 49-57 se puede usar para incorporar yodo-123. "Monoclonal Antibodies in
Immunoscintigraphy" (Chatal, CRC Press 1989) describe otros métodos con detalle.
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Algunos conjugados del anticuerpo y agente citotoxico se pueden preparar usando una diversidad de agentes de
acoplamiento de proteinas bifuncionales tales como N-succinimidil-3-(2-piridilditio)propionato (SPDP), succinimidil-4-
(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato, iminotiolano (IT), derivados bifuncionales de imidoésteres (tales como
HCI de adipimidato de dimetilo), ésteres activos (tales como suberato de disuccinimidilo), aldehidos (tales como
glutaraldehido), compuestos de bis-azido (tal como bis (p-azidobenzoil)hexanodiamina), derivados de bis-diazonio
(tales como bis-(p-diazoniobenzoil)-etilendiamina), diisocianatos (tal es como tolueno 2,6-diisocianato), y
compuestos de fluor bis-activos (tales como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno). Por ejemplo, una inmunotoxina de
ricina se puede preparar tal como se describe en Vitetta et al, Science 238: 1098 (1987). El acido 1-
isotiocianatobencil-3-metildietilen triaminpentaacético marcado con carbono 14 (MX-DTPA) es un agente quelante a
modo de ejemplo para la conjugacion de radionucledtidos al anticuerpo. Véase el documento de patente
WQ094/11026. El conector puede ser un "conector escindible" que facilita la liberacién del farmaco citotéxico en la
célula. Por ejemplo, se puede usar un conector inestable a acido, conector sensible a peptidasa, conector fotolabil,
conector de dimetilo o conector que contiene disulfuro (Chari et al., Cancer Research 52: 127-131 (1992);
documento de Patente de Estados Unidos N° 5.208.020).

Se han determinado las secuencias responsables para la especificidad de los anticuerpos monoclonales. Por
consiguiente, se pueden preparar péptidos usando tecnologia del ADN recombinante. En Estados Unidos existen
organismos que realizaran esta funciéon de forma comercial, tales como la Universidad Thomas Jefferson y la
Scripps Protein y Nucleic Acids Core Sequencing Facility (La Jolla, California). Por ejemplo, el ADNc de region
variable se puede preparar mediante reaccidon en cadena de la polimerasa usando cebadores degenerados o no
degenerados (derivados de la secuencia de aminoacidos). EI ADNc se puede subclonar para producir cantidades
suficientes de ADN bicatenario para secuenciacion mediante reacciones o equipos de secuenciacién convencional.

Con el conocimiento de las secuencias de acidos nucleicos de los dominios variables de cadena pesada y cadena
ligera del anticuerpo monoclonal anti-ABCB5, un experto habitual en la materia es capaz de producir acidos
nucleicos que codifican este anticuerpo o que codifican los diversos fragmentos de anticuerpo, anticuerpos
humanizados, o polipéptidos que se han descrito anteriormente. Se contempla que tales acidos nucleicos se uniran
de forma operativa a otros acidos nucleicos que forman un vector recombinante para la clonacién o para la
expresion de los péptidos. La presente divulgacion incluye cualquier vector recombinante que contiene las
secuencias de codificacion, o parte de las mismas, ya sea para transformacion procariota o eucariota, transfeccion o
terapia genética. Tales vectores se pueden preparar usando técnicas convencionales de biologia molecular,
conocidas por los expertos en la materia, y podrian comprender secuencias de codificaciéon de ADN para la region
CDR (y preferentemente la region CDR3) y secuencias variables adicionales que contribuyen a la especificidad de
los anticuerpos o partes de los mismos, asi como otras secuencias de péptidos no especificas y un promotor
adecuado, ya sea con (Whittle et al., Protein Eng. 1:499, 1987 y Burton et al., Science 266: 1024-1027, 1994) o sin
(Marasco et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 90: 7889, 1993 y Duan et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 91: 5075-
5079,1994) una secuencia sefal para exportacion o secrecion. Tales vectores se pueden transformar o transfectar
en células procariotas (Huse et al., Science 246: 1275, 1989, Ward et al., Nature 341: 644-646, 1989; Marks et al., J.
Mol. Biol. 222: 581, 1991 y Barbas et al., Proc. Natl. Acad Sci. (USA) 88: 7978,991) o eucariotas (Whittle et al., 1987
y Burton et al., 1994) o se pueden usar para terapia genética (Marasco et al., 1993 y Duan et al., 1994) mediante
técnicas convencionales, conocidas por los expertos en la materia.

Como se usa en el presente documento, un "vector" puede ser cualquiera de una serie de acidos nucleicos en los
que se puede insertar una secuencia deseada mediante restriccion y la ligacion para transporte entre diferentes
entornos genéticos o para expresion en una célula hospedadora. Por lo general, los vectores estan formados por
ADN aunque también estan disponibles algunos vectores de ARN. Los vectores incluyen, pero no se limitan a,
plasmidos y fagémidos. Un vector de clonacién es uno que es capaz de replicarse en una célula hospedadora, y que
se caracteriza adicionalmente por uno o mas sitios de restriccion de endonucleasa en los que el vector se puede
cortar de una manera determinable y en los que una secuencia de ADN deseada se puede ligar de modo que el
nuevo vector recombinante mantiene su capacidad para replicarse en la célula hospedadora. En el caso de
plasmidos, la replicaciéon de la secuencia deseada se puede producir muchas veces a medida que aumenta el
numero de copias del plasmido dentro de la bacteria hospedadora o simplemente una sola vez por hospedador
antes de que el hospedador se reproduzca por mitosis. En el caso de fagos, la replicacion se puede producir de
forma activa durante una fase litica o de forma pasiva durante una fase lisogénica. Un vector de expresion es uno en
el que una secuencia de ADN deseada se puede insertar mediante restriccion y ligacion de de un modo tal que se
une de forma operativa a secuencias reguladoras y se puede expresar como un transcrito de ARN. Los vectores
pueden contener adicionalmente una o mas secuencias marcadoras adecuadas para su uso en la identificacion de
células que se han transformado, o no, o se han transfectado con el vector. Algunos marcadores incluyen, por
ejemplo, genes que codifican proteinas que aumentan o disminuyen ya sea la resistencia o la sensibilidad a
antibioticos u otros compuestos, genes que codifican enzimas cuyas actividades se pueden detectar mediante
ensayos convencionales conocidos en la técnica (por ejemplo, 3-galactosidasa o fosfatasa alcalina), y genes que
influyen visiblemente en el fenotipo de células, hospedadores, colonias o placas transformadas o transfectadas. Los
vectores preferentes son aquellos capaces de replicacion auténoma y de expresion de los productos genéticos
estructurales presentes en los segmentos de ADN a los que se unen de forma operativa.

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2547016 T3

Los vectores de expresion de la presente divulgacion incluyen secuencias reguladoras unidas de forma operativa a
una secuencia de nucleétidos que codifican uno de los péptidos. Como se usa en el presente documento, la
expresion "secuencias reguladoras" se refiere a secuencias de nucledtidos que son necesarias para, o que
conducen a, la transcripcion de una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido deseado y/o que son
necesarias para o que conducen a la traduccién del transcrito resultante en el polipéptido deseado. Algunas
secuencias reguladoras incluyen, pero no se limitan a, secuencias en la posicion 5' tales como operadores,
promotores y secuencias de unién a ribosomas, y secuencias en la posicion 3' tales como sefales de
poliadenilacion. Los vectores pueden incluir opcionalmente secuencias directoras en la posicion 5' o sefial, productos
de fusion que codifican secuencias en la posicion 5' o 3' para ayudar en la purificacion de proteinas, y diversos
marcadores que ayudan en la identificacion o seleccion de transformantes. La eleccion y el disefio de un vector
estan dentro de la habilidad y criterio de un experto habitual en la materia. La purificacion posterior de los péptidos
se puede conseguir mediante cualquiera de una diversidad de medios convencionales conocidos en la técnica.

Un vector preferente para la identificacion sistematica de péptidos, pero no necesariamente preferente para la
producciéon en masa de los péptidos, es una molécula de ADN recombinante que contiene una secuencia de
nucledtidos que codifica y es capaz de expresar un polipéptido de fusion que contiene, en la direccion del extremo
amino a carboxi, (1) un dominio de sefal de secrecidon procariota, (2) un polipéptido, y, opcionalmente, (3) un
dominio de proteina de fusién. El lector incluye secuencias reguladoras de ADN para la expresion del polipéptido de
fusion, preferentemente secuencias reguladoras procariotas. Tales vectores los pueden preparar las personas con
experiencia en la materia y se han descrito en Smith et al. (Science 228: 1315-1317, 1985), Clackson et al. (Nature
352: 624-628, 1991); Kang et al. (en "Methods: A Companion to Methods in Enzymology: Vol. 2", R.A. Lerner y D.R.
Burton, ed. Academic Press, NY, pp 111-118, 1991); Barbas et al. (Proc. Natl. Acad Sci. (USA) 88: 7978-7982,
1991), Roberts et al. (Proc. Natl. Acatl. Sci. (USA) 89: 2429-2433, 1992)

Un polipéptido de fusién puede ser Util para la purificacion de los péptidos. El dominio de fusiéon puede incluir, por
ejemplo, una cola de poli-His que permite la purificacion en columnas de Ni+ o la proteina de unién a maltosa del
vector pMAL disponible en el mercado (New England BioLabs, Beverly, MA). Un dominio de fusién preferente en la
actualidad, pero de ningin modo necesario, es un ancla de membrana de fago filamentoso. Este dominio es
particularmente util para la identificacion sistematica de bibliotecas de presentacion de fagos de anticuerpos
monoclonales pero puede ser de menor utilidad para la producciéon en masa de anticuerpos. El ancla de membrana
de fago filamentoso es preferentemente un dominio de la proteina de revestimiento cplll o cpVIll capaz de asociarse
con la matriz de una particula de fago filamentoso, incorporando de este modo el polipéptido de fusién en la
superficie del fago, para permitir la union de la fase solida a antigenos o epitopos especificos y de este modo para
permitir el enriquecimiento y la seleccion de los anticuerpos o fragmentos especificos codificados por el vector
fagémido.

La sefial de secrecion es un dominio peptidico director de una proteina que se dirige a la membrana de proteina de
la célula hospedadora, tal como la membrana periplasmatica de una bacteria gram negativa. Una sefial de secrecion
preferente para E. coli es una sefial de secrecion de pelB. Las secuencias de restos de aminoacidos predichas del
dominio de sefial de secrecion de los dos genes pelB que producen variantes de Erwinia carotova se describen en
Lei, et al. (Nature 381: 543-546,1988). La secuencia directora de la proteina pelB se ha usado anteriormente como
una sefal de secrecion para proteinas de fusion (Better, et al., Science 240: 1041-1043, 1988; Sastry, et al., Proc.
Natl. Acad. Sci (USA) 86: 5728-5732, 1989; y Mullinax, et al., Proc. Natl. Acad Sci. (USA) 87: 8095-8099, 1990).
Algunas secuencias de restos de aminoacidos para otros dominios de polipéptidos de sefial de secrecion de E. coli
utiles se pueden encontrar en Oliver, En Neidhard, F.C. (ed.), Escherichia coliy Salmonella Typhimurium, American
Society for Microbiology, Washington, D.C., 1: 56-69 (1987).

Para conseguir niveles elevados de expresion genéticas en E. coli, es necesario usar no solamente promotores
fuertes para generar grandes cantidades de ARNm, sino también sitios de unién a ribosoma para asegurar que el
ARNm se traduce de forma eficaz. En E. coli, el sitio de union a ribosoma incluye un coddn de inicio (AUG) y una
secuencia de 3-9 nucleédtidos de longitud situada 3-11 nucleétidos cadena arriba del codén de inicio (Shine, et al.,
Nature 254: 34, 1975). La secuencia, AGGAGGU, que se denomina la secuencia de Shine-Dalgarno (SD), es
complementaria con el extremo en la posicion 3' ARNr 16S de E. coli. La union del ribosoma al ARNm y la secuencia
en el extremo en la posicion 3' del ARNm se puede ver influido por varios factores: (i) el grado de
complementariedad entre la secuencia de SD y el extremo en la posicion 3' del ARNr 168S; (ii) el espaciado y
posiblemente la secuencia de ADN que permanece entre la secuencia de SD y el AUG (Roberts, et al., Proc. Natl.
Acad Sci. (USA) 76: 760, 1979a: Roberts, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 76: 5596, 1979b; Guarente, et al.,
Science 209: 1428, 1980; y Guarente, et al., Cell 20: 543, 1980). La optimizaciéon se consigue midiendo el nivel de
expresion de los genes en plasmidos en los que esté espaciado esta alterado de forma sistematica. La comparacion
de los diferentes ARNm muestra que existen secuencias estadisticamente precedentes de las posiciones -20 a +13
(en las que la A del AUG es la posicion 0) (Gold, et al., Annu. Rev. Microbiol. 35: 365, 1981). Se ha mostrado que las
secuencias directoras influyen en la traduccion drasticamente (Roberts, et al., 1979a, b mencionado anteriormente);
y (iii) la secuencia de nucleotidos que sigue al AUG, que fluye en la unién al ribosoma (Taniguchi, et al., J. Mol. Biol.,
118: 533, 1978).
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Las secuencias reguladoras en la posicién 3' definen al menos un codén de terminacion (parada) en marco con y
unido de forma operativa al polipéptido de fusion heterélogo.

En un hospedador de expresion procariota, el vector usado incluye un origen de replicacion procariota o replicon, es
decir, una secuencia de ADN que tiene la capacidad de dirigir la replicacion auténoma y el mantenimiento de la
molécula de ADN recombinante de forma extracromosémica en una célula hospedadora procariota, tal como una
célula hospedadora bacteriana, transformada a partir del mismo. Tales origenes de replicacion se conocen bien en
la técnica. Algunos origenes de replicacion preferentes son los que son eficaces en el organismo hospedador. Una
célula hospedadora procariota, por ejemplo, es E. coli. Para el uso de un vector en E. coli, un origen de replicacion
preferente es ColE1 que se encuentra en pBR322 y una diversidad de otros plasmidos comunes. También es
preferente el origen de replicacion p15A encontrado en pACYC y sus derivados. Los replicones ColEl y p15A usados
ampliamente en biologia molecular, estan disponibles en una diversidad de plasmidos y se describen en Sambrook.
et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989).

Ademas, las realizaciones que incluyen un replicon procariota también incluyen preferentemente un gen cuya
expresion confiere una ventaja selectiva, tal como resistencia a farmacos, con respecto a un hospedador bacteriano
transformado con el mismo. Algunos genes de resistencia a farmacos bacterianos habituales son aquellos que
confieren resistencia a la ampicilina, tetraciclina, neomicina/kanamicina o cloranfenicol. Por lo general, los vectores
también contienen sitios de restriccion convenientes para insercién de secuencias de ADN que se pueden traducir.
Algunos lectores a modo de ejemplo son los plasmidos pUC18 y pUC19 y vectores derivados tales como pcDNAII
disponibles en Invitrogen (San Diego, CA).

Cuando el péptido es un anticuerpo que incluye secuencias tanto de cadena pesada como de cadena ligera, esta
secuencia se puede codificar en vectores separados o, mas convenientemente, se pueden expresar con un solo
vector. La cadena pesada y ligera puede formar, después de la traduccion o después de la secrecion, la estructura
heterodimérica de moléculas de anticuerpos naturales. Tal anticuerpo heterodimérico se puede estabilizar o no con
enlaces disulfuro entre las cadenas pesada y ligera.

Un vector a la expresion de anticuerpos heterodiméricos, tal como los anticuerpos intactos o los anticuerpos de
fragmento F(ab');, Fab o Fv, es una molécula de ADN recombinante adaptada para recibir y expresar una primera y
segunda secuencias de ADN. Es decir, un vector de expresién de ADN para expresar un anticuerpo heterodimérico
proporciona un sistema para clonar (insertar) de forma independiente las dos secuencias de ADN que se pueden
traducir en dos casetes separados presentes el vector, para formar dos cistrones separados para expresar el primer
y segundo polipéptidos de un anticuerpo heterodimérico. El vector de expresion de ADN para expresar dos cistrones
se denomina vector de expresion dicistronico.

Preferentemente, el vector comprende un primer casete que incluye secuencias reguladoras de ADN corriente arriba
y corriente abajo unidas de forma operativa a través de una secuencia de nucledtidos adaptada para ligacion
direccional a un ADN inserto. La secuencia cadena arriba que se puede traducir codifica preferentemente la sefial de
secrecion como se ha descrito anteriormente. El casete incluye secuencias reguladoras de ADN para la expresion
del primer polipéptido del anticuerpo que se produce cuando una secuencia de ADN inserto que se puede traducir se
inserta direccionalmente en el casete a través de la secuencia de nucledtidos adaptada para la ligacion direccional.

El vector de expresion dicistronico también contiene un segundo casete para la expresion del segundo polipéptido
del anticuerpo. El segundo casete incluye una segunda secuencia de ADN que se puede traducir que codifica
preferentemente una sefial de secrecién, como se ha descrito anteriormente, Unica de forma operativa a su extremo
en la posicion 3' a través de una secuencia de nucleétidos adaptada para ligacién direccional a una secuencia de
ADN cadena abajo del vector que por lo general define al menos un codén de parada en el marco de lectura del
casete. La segunda secuencia de ADN que se debe traducirse una de forma operativa en su extremo en la posicion
5' secuencias reguladoras de ADN que forman los elementos en la posicion 5'. El segundo casete es capaz,
después de la insercién de una secuencia de ADN que se puede traducir (ADN inserto), de expresar el segundo
polipéptido de fusién que comprende una sefial de secrecidén con un polipéptido codificado por el ADN inserto.

Los péptidos también los pueden producir células eucariotas tales como células CHO, hibridomas humanos, células
B-linfoblastoides inmortalizadas, y similares. En este caso, se construye un vector en el que las secuencias
reguladoras eucariotas estan unidas de forma operativa a las secuencias de nucleétidos que codifican el péptido. El
disefio y la seleccidn de un vector eucariota apropiado estan dentro de la habilidad y criterio de un experto habitual
en la materia. La purificacion posterior de los péptidos se puede conseguir mediante cualquiera de una diversidad de
medios convencionales conocidos en la técnica.

En otra realizaciéon, se desvelan células hospedadoras, tanto procariotas como eucariotas, transformara su
transfectadas con, y por lo tanto que incluyen, los vectores.

Algunas células hospedadoras adecuadas para la expresion de anticuerpo anti-ABCB5 glucosilado proceden de

organismos pluricelulares. Algunos ejemplos de células de invertebrados incluyen células de plantas e insectos. Se
han identificado numerosas cepas y variantes de baculovirus y las correspondientes células hospedadoras de
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insecto tolerantes tales como Spodoptera frugiperda (oruga), Aedes aegypti (mosquito), Aedes albopictus
(mosquito), Drosophila melanogaster (mosca de la fruta), y Bombyx mori. Una diversidad de cepas virales para
transfeccion estan disponibles al publico, por ejemplo, la variante L-1 de Autographa californica NPV y la cepa Bm-5
de Bombyx mori NPV, y tales virus se pueden usar como el virus en el presente documento, en particular para
transfeccion de células de Spodoptera frugiperda.

Como huéspedes también se pueden usar cultivos de células vegetales de algodén, maiz, patata, soja, petunia,
tomate y tabaco.

Las células de vertebrados también son de interés en particular como células hospedadas. Algunos ejemplos de
lineas celulares hospedadora es de mamifero Utiles son la linea CV1 de rifion de monos transformada por SV40
(COS-7, ATCC CRL 1651); linea de rifidn embrionario humano (células 293 o 293 subclonadas para el crecimiento
en cultivo en suspensién, Graham et al., J. Gen Virol. 36: 59 (1977)); células de rifidn de cria de hamster (BHK,
ATCC CCL 10); células de ovario de hamster chino/-DHFR(CHO, Urlaub et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 4216
(1980)); células de sertoli de raton (TM4, Mather, Biol. Reprod. 23: 243-251 (1980)); células de rifidon de mono (CV1
ATCC CCL 70); células de rifion de mono verde africano (VERO-76, ATCC CRL-1587); células de carcinoma del
cuello uterino humano (HELA, ATCC CCL 2); células de rifion canino (MDCK, ATCC CCL 34); cédulas de higado de
rata Buffalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442); cédulas de pulmén humano (W138, ATCC CCL 75); células de higado
humano (Hep G2, HB 8065); tumor de mama de raton (MMT 060562, ATCC CCL51); células TR1 (Mather et al.,
Annals N.Y. Acad. Sci. 383: 44-68 (1982)); células MRC 5; células FS4; y una linea de hepatoma humano (Hep G2).

Las células hospedadoras se transforman con los vectores de expresién o clonacién que se han descrito
anteriormente para produccién de anticuerpo anti-ABCB5 y se cultivan en un medio de nutrientes convencional
modificado segun sea apropiado para inducciéon de promotores, seleccion de transformantes, o amplificacion de los
genes que codifican la secuencias deseadas.

Las células hospedadoras usadas para producir el anticuerpo anti-ABCB5 se pueden cultivar en una diversidad de
medios. Los medios disponibles en el mercado tales como F10 de Ham (Sigma), Medio Esencial Minimo ((MEM),
(Sigma), RPMI-1640 (Sigma), en Medio de Eagle Modificado con Dulbecco ((DMEM), Sigma) son adecuados para el
cultivo de las células hospedadoras. Ademas, cualquiera de los medios que se describen en Ham et al., Meth. Enz.
58: 44 (1979), Barnes et al., Anal. Biochem. 102: 255 (1980), en las Patentes de Estados Unidos Nos 4.767.704;
4.657.866; 4.927.762; 4.560.655; 0 5.122.469; en el documento de patente WO 90/03430; documento de patente
WO 87/00195; o Re. de Pat. de Estados Unidos N° 30.985 se pueden usar como medio de cultivo para las células
hospedadoras. Cualquiera de estos medios se puede complementar, si fuera necesario, con hormonas y/u otros
factores de crecimiento (tales como insulina, transferrina, o factor de crecimiento epidérmico), sales (tales como
cloruro sadico, calcio, magnesio, y fosfato), tampones (tales como HEPES), nucleétidos (tales como adenosina y
timidina), antibidticos (tales como el farmaco GENTAMYCIN.TM.), elementos traza (definidos como compuestos
inorganicos normalmente presentes a concentraciones finales en el intervalo micromolar), y glucosa o cualquier
fuente de energia equivalente. Cualquier otro suplemento necesario cambio se puede incluir en concentraciones
apropiadas que son conocidas por los expertos en la materia. Las condiciones de cultivo, tales como temperatura,
pH, similares, son las que se han usado anteriormente con la célula hospedadora seleccionada para expresion, y
seran evidentes para el experto habitual en la materia.

Cuando se usan técnicas recombinantes, el anticuerpo se puede producir por via intracelular, en el espacio
periplasmatico, o se puede secretar directamente en el medio. Sin anticuerpo se produce por via intracelular, como
una primera etapa, las particulas de residuos, ya sean células hospedadoras o fragmentos lisados, se retiran, por
ejemplo, mediante centrifugacion o ultrafiltracion. La composicion del anticuerpo preparado a partir de las células se
puede purificar usando, por ejemplo, cromatografia con hidroxilapatito, electroforesis en gel, dialisis, y cromatografia
por afinidad, siendo la cromatografia por afinidad la técnica de purificacion preferente. La matriz a la que se une el
ligando de afinidad de forma mas habitual es la agarosa, pero existe disponibilidad de otras matrices. Algunas
matrices mecanicamente estables tales como vidrio de poro controlado o poli(estirenodivinil)benceno permiten
caudales mas rapidos y tiempos de procesamiento mas cortos que los que se pueden conseguir con la agarosa.
Después de cualquier etapa de purificacion preliminar, la mezcla se puede someter a cromatografia de interaccion
hidréfoba a pH bajo usando un tampén de eluciéon a un pH entre aproximadamente 2,5-4,5, realizada
preferentemente a concentraciones bajas de sal (por ejemplo, sal de aproximadamente 0-0,25 M).

Como se usa en el presente documento con respecto a acidos nucleicos, el término "aislado" se refiere al: (i)
amplificado in vitro, por ejemplo, mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR); (ii) producido de forma
recombinante por clonacion; (iii) purificado, tal como mediante escisiéon y separacion en gel; o (iv) sintetizado, por
ejemplo, mediante sintesis quimica. Un acido nucleico aislado es uno que se puede manipular faciimente mediante
técnicas de ADN recombinante bien conocidas en la técnica. Por lo tanto, una secuencia de nucleétidos contenida
en un vector en el que se conocen sitios de restriccion en las posiciones 5' y 3' o para el que se han desvelado
secuencias cebadoras para reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se considera aislada pero una secuencia de
acido sulfdrico se existe en su estado nativo en su hospedador natural no lo esta. Un acido nucleico aislado puede
estar basicamente purificado, pero no es necesario que sea de este mundo. Por ejemplo, un acido nucleico que se
aisla dentro de un lector de la naciéon o de expresién no es puro porque puede comprender solamente un pequefio
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porcentaje del material en la célula en la que reside. Sin embargo, tal acido nucleico se aisla, tal como se usa el
término en el presente documento, porque se puede manipular faciimente mediante técnicas convencionales
conocidas por las personas con experiencia habitual en la materia.

Como se usa en el presente documento, se dice que una secuencia de codificacion y secuencias reguladoras estan
"unidas de forma operativa" cuando se unen de forma covalente de una manera tal como para colocar la expresion o
transcripcion de la secuencia genética bajo la influencia o control de las secuencias reguladoras. Si se desea que las
secuencias de codificacion se traduzcan en una proteina funcional, se dice que dos secuencias de ADN estan
unidas de forma operativa si la induccion de un promotor en las secuencias reguladoras en la posicién 5' da como
resultado la transcripcion de la secuencia de codificacion y si la naturaleza de la unién entre las dos secuencias de
ADN no (1) da como resultado la introduccion de una mutacién del desplazamiento del marco, (2) interfiere con la
capacidad de la regién promotora para dirigir la transcripcion de las secuencias de codificacion, o (3) interfiere con la
capacidad del transcrito de ARN correspondiente a traducir en una proteina. Por lo tanto, una regiéon promotora se
unia de forma operativa a una secuencia de codificacion si la regidon promotora fuera capaz de realizar la
transcripcién de esa secuencia de ADN de modo que el transcrito resultante se pudiera traducir en la proteina o
polipéptido deseado.

La naturaleza precisa de las secuencias reguladoras necesarias para la expresion genética puede variar entre
especies o tipos celulares, pero en general incluiran, si fuera necesario, secuencias de no transcripcion en la
posicion 5'y secuencias de no traduccion en la posicion 5' implicadas con el inicio de la transcripcion y la traduccion
respectivamente, tales como una caja TATA, secuencia de proteccion, secuencia de CAAT, y similares.
Especialmente, tales secuencias reguladoras de no transcripcion en la posicion 5' incluiran una regidon promotora
que incluye una secuencia promotora para el control de la transcripcion del frente unido de forma operativa. Si se
desea, algunas secuencias reguladoras también pueden incluir secuencias potenciadoras o secuencias activadoras
cadena arriba.

Las composiciones y métodos que se describen en el presente documento se pueden potenciar mediante el uso en
combinacién con otros procedimientos para el cancer y lesiones pre cancerigenas. En algunos casos, el
procedimiento de tratamiento implica la administracién de otro agente terapéutico tal como un agente anticancer,
que incluye, pero no se limita, agentes de quimioterapéuticos y radiacion. Algunos agentes quimioterapéuticos se
pueden seleccionar entre el grupo que consiste en metotrexato, vincristina, adriamicina, cisplatino, taxol, paclitaxel,
cloroetilnitrosoureas que no contienen azucar, 5-fluorouracilo, mitomicina C, bleomicina, doxorrubicina, dacarbazina,
taxol, fragilina, Meglamina GLA, valrubicina, carmustina y poliferposan, MMI270, BAY 12-9566, inhibidor de la RAS
famesil transferasa, inhibidor de la famesil transferasa, MMP, dacarbazina, LY294002, PX866, MTA/LY231514,
LY264618/Lometexol, Glamolec, CI-994, TNP-470, Hycamtin/Topotecan, PKC412, Valspodar/PSC833,
Novantrona/Mitroxantrona, Metaret/Suramin, Batimastat, E7070, BCH-4556, CS-682, 9-AC, AG3340, AG3433,
Incel/VX-710, VX-853, ZD0101, ISI641, ODN 698, TA 2516/Marmistat, BB2516/Marmistat, CDP 845, D2163,
PD183805, DX8951f, Lemonal DP 2202, FK 317, Picibanil/lOK-432, AD 32/Valrubicina, Metastron/derivado de
estroncio, Temodal/Temozolomidla, Evacet/doxorrubicina liposomal, Yewtaxan/Paclitaxel, Taxol/Paclitaxel,
Xeload/Capecitabina, Furtuléon/Doxifluridina, Ciclopax/paclitaxel oral, Taxoide Oral, SPU-077/Cisplatino, HMR
1275/Flavopiridol, CP-358 (774)/EGFR, CP-609 (754)/inhibidor de oncogén RAS, BMS-182751/platino oral,
UFT(Tegafur/Uracilo), Ergamisol/Levamisol, Eniluracilo/776C85/potenciador de 5FU, Campto/Levamisol,
Camptosar/Irinotecan, Tumodex/Ralitrexed, Leustatina/Cladribina, Paxex/Paclitaxel, Doxil/doxorrubicina liposomal,
Caelyx/doxorrubicina liposomal, Fludara/Fludarabina, Pharmarrubicina/Epirrubicina, DepoCyt, ZD1839, LU
79553/Bis-Naftalimida, LU 103793/Dolastaina, Caetyx/doxorrubicina liposomal, Gemzar/Gemcitabina, ZD
0473/Anormed, YM 116, semillas de yodo, inhibidores de CDK4 y CDK2, inhibidores de PARP, D4809/Dexifosamida,
Ifes/Mesnex/Ifosamida, Vumon/Tenipdsido, Paraplatino/Carboplatino, Plantinol/cisplatino, Vepesid/Etopdsido, ZD
9331, Taxotere/Docetaxel, profarmaco de arabindsido de guanina, Analogo de taxano, nitrosoureas, agentes de
alquilacién tales como melfalan y ciclofosfamida, Aminoglutetimida, Asparaginasa, Busulfan, Carboplatino,
Clorombucilo, HCI de Citarabina, Dactinomficina, HCI de Daunorrubicina, fosfato sédico de Estramustina, Etopdsido
(VP16-213), Floxuridina, Fluorouracilo (5-FU), Flutamida, Hidroxiurea (hidroxicarbamida), Ifosfamida, Interferon Alfa-
2a, Alfa-2b, acetato de Leuprolida (analogo del factor de liberaciéon de LHRH), Lomustina (CCNU), HCI de
Mecloretamina (mostaza de nitrdgeno), Mercaptopurina, Mesna, Mitotano), HCI de Mitoxantrona, Octreétido,
Plicamicina, HCI de Procarbazina, Estreptozocina, citrato de Tamoxifeno, Tioguanina, Tiotepa, sulfato de Vinblastina,
Amsacrina (m-AMSA), Azacitidina, Eritropoyetina, Hexametilmelamina (HMM), Interleuquina 2, Mitoguazona (metil-
GAG; metil glioxal bis-guanilhidrazona; MGBG), Pentostatina (2'desoxicoformicina), Semustina (metil-CCNU),
Teniposido (VM-26) y sulfato de Vindesina, pero no se limita a los mismos.

Los métodos que se describen en el presente documento se pueden realizar con terapias para el tratamiento del
cancer tales como cirugia y radiacion. Los métodos que se describen en el presente documento sazone se pueden
realizar en combinacién con un agente terapéutico que es un ARN corto aislado que dirige la degradacion especifica
de la secuencia de un ARNm especifico de cancer a través de un proceso conocido como ARN de interferencia
(ARNI). En algunas realizaciones, el ARNm especifico de cancer es ABCBS5. Se sabe que el proceso se produce en
una gran diversidad de organismos, que incluyen embriones de mamiferos y otros vertebrados. Se ha demostrado
que el ARNds se procesa en 21-23 nucledtidos (nt) de longitud de segmentos de ARN, y ademas que median el
ARN de interferencia en ausencia de ARNds mas largo. Por lo tanto, estos fragmentos de 21-23 nt son mediadores
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especificos de la secuencia de la degradacion del ARN y en el presente documento se denominan ARNsi o ARNi.
En el presente documento se describen algunos meétodos que incluyen el uso de estos fragmentos (u
oligonucledtidos producidos de forma recombinante o sintetizados de forma quimica de la misma naturaleza o de
naturaleza similar) para permitir el direccion y en todo de los ARNm especificos para el cancer para la degradacion
en células de mamifero Utiles en las aplicaciones terapéuticas que se analizan en el presente documento.

Los métodos para el disefio del ARN que media el ARNi y los métodos para transfeccion de los ARN en células y
animales se conocen bien en la técnica y las moléculas de ARNi estan facilmente disponibles en el mercado (Verma
N.K. et al, J. Clin. Pharm. Ther., 28 (5): 395-404(2004), Mello C.C. et al. Nature, 431 (7006) 338-42 (2004),
Dykxhoom D.M. et al., Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 4 (6): 457-67 (2003) Proligo (Hamburgo, Alemania), Dharmacon
Research (Lafayette, CO, USA), Pierce Chemical (parte de Perbio Science, Rockford, IL, USA), Glen Research
(Sterling, VA, USA), ChemGenes (Ashland, MA, USA), y Cruachem (Glasgow, UK)). Los ARN preferentemente se
sintetizan de forma quimica usando fosforamiditas de ribonucledsido protegidas apropiadamente y un sintetizador de
ADN/ARN convencional. De forma mas conveniente, los ARNsi se obtienen a partir de proveedores comerciales de
oligo sintesis de ARN que se enumeran en el presente documento. En general, los ARN no son demasiado dificiles
de sintetizar y se proporcionan facilmente con una calidad adecuada para el ARNi. Una sintesis de ARN habitual en
una escala de 0,2 pmol proporciona aproximadamente 1 miligramo de ARN, que es suficiente para 1000
experimentos de transfeccién usando un formato de placa de cultivo tisular de 24 pocillos.

El ADNc especifico para el cancer y el ARNsi especifico se disefia preferentemente mediante la seleccion de una
secuencia que no esta dentro de 50-100 pb del coddn de partida y el codén de terminacion, evita las regiones de
intrén, evita tramos de 4 o mas bases tales como AAAA, CCCC, evitar regiones con un contenido de GC < 30 % o
>60 %, evitar repeticiones y secuencias de baja complejidad, y evita sitios de polimorfismo de un solo nucleétido. La
secuencial diana puede tener un contenido de GC de aproximadamente un 50 %. La secuencia dirigida de ARNsi se
puede evaluar adicionalmente usando una busqueda de homologia BLAST para evitar los efectos fuera de diana en
otros genes o secuencias. Algunos controles negativos se disefian mediante codificacion de secuencias de ARNsi
dirigido. EI ARN de control tiene preferentemente la misma longitud y composicion de nucleétidos que el ARNsi pero
tiene al menos 4-5 bases desemparejadas con respecto al ARNsi. Las moléculas de ARN pueden comprender un
grupo hidroxilo en la posicién 3'. Las moléculas de ARN pueden ser monocatenarias o bicatenarias; tales moléculas
pueden tener extremo romos o pueden comprender extremos salientes (por ejemplo, 5', 3') de aproximadamente 1 a
aproximadamente 6 nucleétidos de longitud (por ejemplo, nucleétidos de pirimidina, nucledtidos de purina). Con el fin
de aumentar adicionalmente la estabilidad del ARN, los salientes en la posicién 3' se pueden estabilizar frente a la
degradacion. El ARN se puede estabilizar incluyendo nucleétidos purinicos, tales como los nucleétidos adenosina o
guanosina.

Como alternativa, la sustitucion de nucleétidos de pirimidina mediante analogos modificados, por ejemplo, se tolera
la sustitucion de salientes en la posicion 3' de 2 nucleodtidos de uridina por 2'-desoxitimidina y no influye en la eficacia
del ARNi. La ausencia de un grupo hidroxilo en la posicion 2' aumenta de forma significativa la resistencia a la
nucleasa del saliente en el medio de cultivo tisular.

Las moléculas de ARN usadas en los métodos se pueden obtener usando una serie de técnicas conocidas por los
expertos en la materia. Por ejemplo, el ARN se puede sintetizar de forma quimica o producir de forma recombinante
usando métodos conocidos en la técnica. Tales métodos se describen en las Solicitudes de Patente Publicadas de
Estados Unidos N US2002-0086356A1 y US2003-0206884A1.

Los métodos que se describen en el presente documento se usan para identificar o para obtener moléculas de ARN
que son utiles como mediadores especificos de secuencias de degradacion de ARNm especifico del cancer vy, por lo
tanto, para la inhibicién de proteinas que contribuyen al funcionamiento de las células cancerigenas. La expresion de
ABCBS5, por ejemplo, se puede inhibir en seres humanos con el fin de evitar que la proteina se traduzca y por lo
tanto evitando su funcioén in vivo.

En los métodos se puede usar cualquier ARN, con la condicion de que tenga una homologia suficiente con respecto
al gen especifico de cancer para mediar el ARNi. EI ARN puede corresponder a todo el gen especifico de cancer o a
una parte del mismo. No existe un limite superior para la longitud del ARN que se puede usar. Por ejemplo, el ARN
puede variar de aproximadamente 21 pares de bases (pb) del gen hasta la longitud completa del gen o superior. En
una realizacion, el ARN usado en los métodos tiene una longitud de aproximadamente 1000 pb. En otra realizacion,
el ARN tiene una longitud de aproximadamente 500 pb. En otra realizacion mas, el ARN tiene una longitud de
aproximadamente 22 pb. En ciertas realizaciones, la longitud del ARN preferente es de 21 a 23 nucleétidos. La
secuencia de ABCB5 se conoce, por ejemplo, véase el documento de Patente de Estados Unidos N° 6846883 (que
se refiere a ABCB5 como una P-glicoproteina 7p).

Las moléculas de unién a ABCB5 se administran al sujeto en una cantidad eficaz para el tratamiento del cancer. Una
"cantidad eficaz para el tratamiento del cancer" es una cantidad necesaria o suficiente para realizar un efecto
biolégico deseado. Por ejemplo, una cantidad eficaz de un compuesto podria ser la cantidad necesaria para (i)
eliminar una célula cancerigena; (ii) inhibir el crecimiento adicional del cancer, es decir, detener o ralentizar su
desarrollo; y/o (iii) sensibilizar una célula cancerigena con un agente anticancer o terapéutico. De acuerdo con
algunas divulgaciones en el presente documento, una cantidad eficaz es la cantidad de un compuesto sola o en
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combinacién con un medicamento para el cancer, que cuando se combina o coadministra o administra solo, da
como resultado una respuesta terapéutica al cancer, ya sea en la prevencion o en el tratamiento del cancer. El
efecto bioldgico puede ser la mejora y/o la eliminacion absoluta de los sintomas que surgen por el cancer. En otra
realizacion, el efecto biolégico es la eliminacién completa del cancer, tal como se pone en evidencia por ejemplo,
mediante la ausencia de un tumor o una biopsia o un frotis de sangre que esta libre de células cancerigenas.

La cantidad eficaz de un compuesto en el tratamiento de un cancer o en la reduccién del riesgo de desarrollar un
cancer puede variar dependiendo del compuesto especifico usado, el modo de administracién del compuesto, y de
si se usa solo o en combinacién. La cantidad eficaz para cualquier aplicaciéon en particular también puede variar
dependiendo de factores tales como el cancer que se esta tratando, el compuesto en particular que se esta
administrando, es tamafio del sujeto, o la gravedad de la enfermedad o afeccién. Un experto habitual en la materia
puede determinar de forma empirica la cantidad eficaz de una molécula en particular sin la necesidad de
experimentaciéon indebida. En combinaciéon con las ensefianzas que se proporcionan en el presente documento,
mediante la eleccidon entre los diversos compuestos activos y factores ponderales tales como potencia,
biodisponibilidad relativa, peso corporal del paciente, gravedad de los efectos secundarios adversos y modo de
administracion preferente, se puede planificar un tratamiento profilactico o terapéutico eficaz que no provoque una
toxicidad basica y que ademas sea totalmente eficaz para tratar al sujeto en particular.

Las dosis objeto de los compuestos que se describen en el presente documento por lo general varian de
aproximadamente 0,1 ug a 10,000 mg, more mas habitualmente de aproximadamente 1 ug/dia a 8000 mg, y lo mas
habitualmente de aproximadamente 10 yg a 100 pg. Indicado en términos de peso corporal del sujeto, las
dosificaciones habituales varian de aproximadamente 0,1 pg a 20 mg/kg/dia, more habitualmente de
aproximadamente de 1 a 10 mg/kg/dia, y lo mas habitualmente de aproximadamente 1 a 5 mg/kg/dia. La cantidad
absoluta dependera de una diversidad de factores que incluyen el tratamiento simultaneo, el nimero de dosis y
parametros individuales del paciente que incluyen edad, condicion fisica, tamafio y peso. Estos son factores bien
conocidos por los expertos habituales en la materia y se pueden dirigir con no mas que experimentacion de rutina.
Por lo general es preferente que se use una dosis maxima, es decir, la dosis segura mas elevada de acuerdo con el
criterio médico coherente.

También se contemplan mudltiples dosis de las moléculas. En algunos casos, cuando las moléculas se administran
con un medicamento para el cancer, se usa una dosificacion subterapéutica de cualquiera de las moléculas o el
medicamento para el cancer, o una dosificacién subterapéutica de ambos, en el tratamiento de un sujeto que
padece, o esta en riesgo de desarrollar, cancer. Cuando las dos clases de farmacos se usan en conjunto, el
medicamento para el cancer se puede administrar en una dosis subterapéutica para producir un resultado
terapéutico deseable. Una "dosis subterapéutica”, como se usa en el presente documento, se refiere a una
dosificacion que es inferior a la dosificacion que produciria un resultado terapéutico en sujetos y se administrara en
ausencia del otro agente. Por lo tanto, la dosis subterapéutica de un medicamento para el cancer es una que no
produciria el resultado terapéutico deseado en el sujeto en ausencia de la administracion de las moléculas. Algunas
dosis terapéuticas para de medicamentos para el cancer se conocen bien en el campo de la medicina para el
tratamiento del cancer. Estas dosificaciones se han descrito ampliamente en referencias tales como Remington's
Pharmaceutical Sciences, 182 ed., 1990; asi como otras muchas referencias médicas que confian en la profesion
médica como guia para el tratamiento del cancer. En la técnica también se han descrito dosificaciones terapéuticas
de anticuerpos.

Se dispone de una diversidad de vias de administracién. El modo seleccionado en particular dependera, por
supuesto, del anticuerpo anti-ABCB5 en particular seleccionado, de la afeccion en particular que se esta tratando y
de la dosificacion necesaria para la eficacia terapéutica. Los métodos, hablando en términos generales, se pueden
poner en practica usando cualquier modo de administracion que sea médicamente aceptable, lo que significa
cualquier modo que produce niveles de proteccion eficaces sin causar efectos adversos clinicamente inaceptables.
Los modos de administracion preferentes son las vias parenterales. El término "parenteral" incluye inyeccion
subcutanea, intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, e intraesternal, o técnicas de infusion. Otras vias incluyen,
pero no sin limitacion, la via oral, nasal, dérmica, sublingual, y local.

Las formulaciones se administran en soluciones farmacéuticamente aceptables, que pueden contener de forma
rutinaria concentraciones farmacéuticamente aceptables de sal, agentes de tamponamiento, conservantes,
vehiculos compatibles, adyuvantes, y opcionalmente otros ingredientes terapéuticos.

Los compuestos se pueden administrar mediante cualquier ruta habitual para la administracion de medicaciones.
Dependiendo del tipo de cancer a tratar, los compuestos se pueden ignorar, ingerido administrar mediante vias
sistémicas. Las vias sistémicas incluyen la via oral y la parenteral. Las medicaciones inhaladas son preferentes en
algunas realizaciones debido a la administracion directa al pulmon, en particular en pacientes con cancer de pulmon.
Varios tipos de inhaladores de dosis medida se usan regularmente para administracion mediante inhalacion. Estos
tipos de dispositivos incluyen inhaladores de dosis medida (MDI), MDI accionados por la respiracion, inhalador de
polvo seco (DPI), camaras espaciadoras/de alojamiento en combinacion con MDI, y nebulizadores. Las vias de
administracion preferentes incluyen, pero no se limitan a, oral, parenteral, intramuscular, intranasal, intratraqueal,
intratecal, intravenosa, inhalacion, ocular, vaginal, y rectal. Para uso en terapia, se puede administrar una cantidad
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eficaz de los compuestos a un sujeto mediante cualquier modo que administre el acido nucleico al érgano o tejido
afectado. La "administracion" de la composicion farmacéutica se puede conseguir mediante cualquier medio
conocido por la persona experta.

De acuerdo con los métodos que se describen en el presente documento, el péptido se puede administrar en una
composicion farmacéutica. En general, una composicion farmacéutica comprende el péptido y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Algunos vehiculos farmacéuticamente aceptables para péptidos, anticuerpos
monoclonales, y fragmentos de anticuerpos son bien conocidos por los expertos habituales en la materia. Como se
usa en el presente documento, un vehiculo farmacéuticamente aceptable se refiere un material no téxico que no
interfiere con la eficacia de la actividad bioldgica de los principios activos, por ejemplo, la capacidad del péptido para
unirse a ABCBS.

Algunos vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen diluyentes, cargas, sales, tampones, agentes
estabilizantes, agentes solubilizaantes y otros materiales que son bien conocidos en la técnica. Algunos vehiculos
farmacéuticamente aceptables a modo de ejemplo para péptidos en particular se describen en la Patente de Estados
Unidos N° 5.211.657. Tales preparaciones pueden contener habitualmente sales, agentes de tamponamiento,
conservantes, vehiculos compatibles, y opcionalmente otros agentes terapéuticos. Cuando se usan en medicina, las
sales deberian ser farmacéuticamente aceptables, pero se pueden usar sales no farmacéuticamente aceptables de
forma conveniente para preparar sales farmacéuticamente aceptables de las mismas y no se excluyen de la
divulgaciéon. Tales sales farmacoldgica y farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a, las
preparadas a partir de los siguientes hacia: clorhidrico, bromhidrico, sulfurico, nitrico, fosférico, maleico, acético,
salicilico, citrico, formico, maldnico, succinico, y similares. Ademas, las sales farmacéuticamente aceptables se
pueden preparar como sales de metales alcalinos metales alcalinotérreos, tales como sales de sodio, potasio o
calcio.

Los péptidos se pueden formular en preparaciones en formas sdlida, semisdlida, liquida o gaseosa tales como
comprimidos, capsulas, polvos, granulos, pomadas, funciones, depdsitos, inhalantes e inyecciones, y las vias
normales para administracion oral, parenteral o quirdrgica. También se describen composiciones farmacéuticas que
se formulan para administracion local, tales como mediante implantes.

Las composiciones adecuadas para administraciéon oral se pueden presentar comunidades separadas, tales como
capsulas, comprimidos, pastillas para chupar, cada una conteniendo una cantidad predeterminada del principio
activo. Otras composiciones incluyen suspensiones en liquidos acuosos o liquidos no acuosos tales como un jarabe,
elixir o una emulsion.

Cuando los compuestos que se describen en el presente documento (incluyendo variedades peptidicas y no
peptidicas) se usan de forma terapéutica, en ciertas realizaciones una via de administracién deseable puede ser
mediante aerosol pulmonar. Las técnicas para preparar sistemas de administracion de aerosol que contienen
compuestos son bien conocidas por los expertos en la materia. Generalmente, tales sistemas deberian usar
componentes que no alteren de forma significativa las propiedades bioldgicas de los péptidos (véase, por ejemplo,
Sciarra y Cutie, "Aerosols", en Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 edicion, 1990, pp 1694-1712). Los
expertos en la materia pueden determinar facilmente los diversos parametros y condiciones para producir aerosoles
sin recurrir a experimentacion indebida.

Los péptidos se pueden administrar directamente un tejido. Preferentemente con el tejido es uno en el que se
encuentran las células madre cancerigenas. Como alternativa, el tejido es uno en el que es probable que aparezca
el cancer. La administracion directa al tejido se puede conseguir mediante inyeccion directa. Los péptidos se pueden
administrar una vez, o como alternativa se pueden administrar en una pluralidad de administraciones. Si se
administran multiples veces, los péptidos se pueden administrar a través de diferentes rutas. Por ejemplo, las
primeras administraciones (o unas pocas de las primeras) se pueden realizar directamente en el tejido afectado
mientras que las administraciones posteriores pueden ser sistémicas.

Para administracién oral, los compuestos se pueden formular facilmente mediante la combinaciéon de los
compuestos activos con vehiculos farmacéuticamente aceptables bien conocidos en la técnica. Tales vehiculos
permiten que los compuestos se formulen como comprimidos, pildoras, grageas, capsulas, liquidos, geles, jarabes,
pastas, suspensiones y similares, la ingestion oral por un sujeto a tratar. Algunas preparaciones farmacéuticas para
uso oral se pueden obtener como excipiente solido, moliendo opcionalmente una mezcla resultante, y procesando la
mezcla de granulos, después de la adicién de agentes auxiliares adecuados, si se desea, para obtener comprimidos
o nucleos de gragea. En particular, algunos excipientes adecuados son cargas tales como azucares, que incluyen
lactosa, sacarosa, manitol, o sorbitol; preparaciones de celulosa tales como, por ejemplo, almidén de maiz, almidén
de trigo, almidon de arroz, almidon de patata, gelatina, goma de tragacanto, metil celulosa, hidroxipropilmetil-
celulosa, carboximetilcelulosa sédica, y/o polivinilpirrolidona (PVP). Si se desea, se pueden afadir agentes
disgregantes, tales como la polivinil pirrolidona reticulada, goma de agar, o acido alginico o una sal del mismo tal
como alginato sédico. Opcionalmente, las formulaciones orales también se pueden formular en solucién salina o
tampones para neutralizar las condiciones acidas internas o se pueden administrar sin vehiculo.
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Los nucleos de gragea se proporcionan con revestimientos adecuados. Para este fin, se pueden usar soluciones
concentradas de azUcar, que pueden contener opcionalmente goma arabiga, talco, polivinil pirrolidona, gel de
carbopol, polietilenglicol, y/o diéxido de titanio, soluciones de laca, y disolventes organicos adecuados o mezclas de
disolventes. Se pueden afadir colorantes o pigmentos a los revestimientos de comprimidos o grageas para
identificacion o para caracterizar diferentes combinaciones de dosis de compuestos activos.

Las preparaciones farmacéuticas que se pueden usar por via oral incluyen capsulas de ajuste a presion hechas de
gelatina, asi como capsulas selladas blandas hechas de gelatina y un agente plastificante, tal como glicerol o
sorbitol. Las capsulas de ajuste a presion pueden contener los principios activos mezclados con carga tal como
lactosa, aglutinantes tales como almidones y/o lubricantes tales como talco o estearato de magnesio vy,
opcionalmente, agentes estabilizantes. En las capsulas blandas, los compuestos activos se pueden disolver o
suspender en liquidos adecuados, tales como aceites grasos, parafina liquida, o polietilenglicoles liquidos. Ademas,
se pueden afadir estabilizantes. También se pueden usar microesferas formuladas para administracion oral. Tales
microesferas se han definido bien en la técnica. Todas las formulaciones para administracion oral se deberian
presentar en dosificaciones adecuadas para tal administracion.

Para la administracién bucal, las composiciones pueden tomar la forma de comprimidos o pastillas para chupar
formuladas de manera convencional.

Para la administracion por inhalacion, los compuestos se pueden administran convenientemente en forma de una
presentacion de pulverizaciéon de aerosol desde envases presurizados o un nebulizador, con el uso de un propelente
adecuado, por ejemplo, diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, diéxido de carbono u
otro gas adecuado. En el caso de un aerosol presurizado, la unidad de dosificacion se puede determinar
proporcionando una valvula para suministrar una cantidad medida. Las capsulas y cartuchos, por ejemplo, de
gelatina para uso en un inhalador o insuflador se pueden formular para que contengan una mezcla en polvo del
compuesto y una base de polvo adecuada tal como lactosa o almidon. Los expertos en la materia conocen bien
algunas técnicas para preparar sistemas de administracion de aerosol. Por lo general, tales sistemas deberian usar
componentes que no alteren de forma significativa las propiedades biolégicas del principio activo (véase, por
ejemplo, Sciarra y Cutie, "Aerosols", en Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 edicion, 1990, pp 1694-1712).
Los expertos en la materia pueden determinar facilmente los diversos parametros y condiciones para la produccion
de aerosoles sin recurrir a la experimentacion indebida.

Los compuestos, cuando es deseable su administracion por via sistémica, se pueden formular para la administracion
parenteral mediante inyeccion, por ejemplo, mediante inyeccién en bolo o infusién continua. Las formulaciones para
inyeccion se pueden presentar en forma de dosificacion unitaria, por ejemplo, en ampollas o en recipientes de
multiples dosis, con un conservante afiadido. Las composiciones pueden tomar formas tales como suspensiones,
soluciones o emulsiones en vehiculos oleosos o0 acuosos, y pueden contener agentes de formulacion tales como
agentes de suspension, estabilizantes y/o dispersantes.

Algunas preparaciones para administracion parenteral incluyen soluciones, suspensiones, y emulsiones estériles
acuosas o no acuosas. Algunos ejemplos de disolventes no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol, aceites
vegetales tales como aceite de oliva, y ésteres organicos inyectables tales como oleato de etilo. Algunos vehiculos
acuosos incluyen, soluciones, emulsiones o suspensiones acuosas/alcohdlicas, que incluyen solucion salina y
medios tamponados. Algunos vehiculos parenterales incluyen solucién de cloruro de sodio, dextrosa de Ringer,
dextrosa y cloruro de sodio, solucion de Ringer lactada, o aceites no volatiles. Algunos vehiculos intravenosos
incluyen fluidos y reponedores de nutrientes, reponedores de electrolitos (tales como los basados en dextrosa de
Ringer), y similares. Algunos conservantes y otros aditivos pueden también estar presentes tales como, por ejemplo,
agentes antimicrobianos, antioxidantes, quelantes, y gases inertes y similares. Las dosis mas bajas resultaran de
otras formas de administracion, tales como administracion intravenosa. En el caso en el que una respuesta en un
sujeto sea insuficiente a las dosis iniciales aplicadas, se pueden usar dosis mas elevadas (o dosis mas elevadas de
forma eficaz mediante una via de administracion mas localizada y diferente) hasta el punto que permita la tolerancia
del paciente. Se contemplan multiples dosis al dia para conseguir niveles sistémicos apropiados de los compuestos.

Ademas, en otras realizaciones, el vehiculo precedente es una microparticula o implante biocompatibles que es
adecuado para implante en el receptor mamifero. Algunos implantes bioerosionables a modo de ejemplo que son
utiles de acuerdo con este método se describen en la Solicitud Internacional de PCT N° PCT/US/03307 (Publicacion
N° WO 95/24929, con el titulo "Polymeric Gene Delivery System", que reivindica la prioridad de la solicitud de
Patente de Estados Unidos con N° de serie 213.668, presentada el 15 de marzo de 1994). El documento de patente
PCT/US/0307 describe una matriz polimérica biocompatible, preferentemente biodegradable para contener una
macromolecular biolégica. La matriz polimérica se puede usar para conseguir la liberacion sostenida del agente en
un sujeto. El agente que se describe en el presente documento se puede encapsular o dispersar dentro de la matriz
polimérica biocompatible, preferentemente biodegradable que se desvela en el documento de patente
PCT/US/03307. La matriz polimérica se encuentra preferentemente en forma de una microparticula tal como una
microesfera (en la que el agente se dispersa por toda la matriz polimérica sélida) o una microcapsula (en la que el
agente se almacena en el ndcleo de una cobertura polimérica). Otras formas de la matriz polimérica para contener el
agente incluyen peliculas, revestimientos, geles, implantes, y endoprotesis vasculares. El tamafio y la composicion
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del dispositivo de matriz polimérica se seleccionan para dar como resultado una cinética de liberacion favorable en el
tejido en el que esta implantado el dispositivo de la matriz. El tamafio del dispositivo de la matriz polimérica se
selecciona adicionalmente de acuerdo con el método de administracion que se va a usar, por lo general inyeccién en
un tejido o administracion de una suspension mediante aerosol en las areas nasal y/o pulmonar. La composicion de
la matriz polimérica se puede seleccionar para que tenga tanto tasas de degradacion favorables como también para
que se forme a partir del material que es bioadhesivo, para aumentar adicionalmente la eficacia de la transferencia
cuando el dispositivo se administra a una superficie vascular, pulmonar, u otra distinta. La composicién de la matriz
también se puede seleccionar para que no se degrade, pero en su lugar, para que se libere mediante difusion
durante un periodo de tiempo prolongado.

Las matrices poliméricas tanto no biodegradables como biodegradables se pueden usar para administrar los agentes
al sujeto. Las matrices biodegradables son preferentes. Tales polimeros pueden ser polimeros naturales o sintéticos.
Los polimeros sintéticos son preferentes. El polimero se selecciona basandose en el periodo de tiempo sobre el que
se desea la liberacion, por lo general del orden de unas pocas horas hasta un afio o un periodo superior. Por lo
general, la liberacion en un periodo de tiempo que varia entre unas pocas horas y de tres a doce meses es lo mas
deseable. El polimero opcionalmente se presenta en forma de un hidrogel que se puede absorber hasta
aproximadamente un 90 % de su peso en agua y ademas, opcionalmente se reticula con iones polivalentes u otros
polimeros.

En general, los agentes se pueden administrar usando el implante bioerosionable por medio de difusiéon, o mas
preferentemente, mediante la degradacion de la matriz polimérica. Algunos polimeros sintéticos a modo de ejemplo
que se pueden usar para formar el sistema de administracion biodegradable incluyen: poliamidas, policarbonatos,
polialquilenos, polialquilenglicoles, 6xidos de polialquileno, tereftalatos de polialquileno, alcoholes de polivinilo,
éteres de polivinilo, ésteres de polivinilo, haluros de polivinilo, polivinilpirrolidona, poliglicélidos, polisiloxanos,
poliuretanos y copolimeros de los mismos, alquilcelulosa, hidroxialquil celulosas, éteres de celulosa, ésteres de
celulosa, nitrocelulosas, polimeros de ésteres acrilicos y metacrilicos, metil celulosa, etil celulosa, hidroxipropil
celulosa, hidroxipropil metil celulosa, hidroxibutil metil celulosa, acetato de celulosa, propionato de celulosa, acetato
butirato de celulosa, acetato ftalato de celulosa, carboxiletil celulosa, triacetato de celulosa, sal sdédica de sulfato de
celulosa, poli(metacrilato de metilo), poli(metacrilato de etilo), poli(metacrilato de butilo), poli(metacrilato de isobutilo),
poli(metacrilato de hexilo), poli(metacrilato de isodecilo), poli(metacrilato de laurilo), poli(metacrilato de fenilo),
poli(acrilato de metilo), poli(acrilato de isopropilo), poli(acrilato de isobutilo), poli(acrilato de octadecilo), polietileno,
polipropileno, poli(etilenglicol), poli(6xido de etileno), poli(tereftalato de etileno), poli(alcoholes de vinilo), acetato de
polivinilo, poli cloruro de vinilo, poliestireno y que polivinilpirrolidona.

Algunos ejemplos de polimeros no biodegradables incluyen etilen vinil acetato, acido poli(met)acrilico, poliamidas,
copolimeros y mezclas de los mismos.

Algunos ejemplos de polimeros biodegradables incluyen polimeros sintéticos tales como polimeros de acido lactico y
acido glicdlico, polianhidridos, poli(orto)ésteres, poliuretanos, poli(acido butirico), poli(acido valérico), y poli(lactida-
cocaprolactona), y polimeros naturales tales como alginato y otros polisacarido se incluyen dextrano y celulosa,
colageno, derivados quimicos de los mismos (sustituciones, adiciones de grupos quimicos, por ejemplo, alquilo,
alquileno, hidroxilaciones, oxidaciones, y otras modificaciones hechas de forma rutinaria por los expertos en la
materia), albimina y otras proteinas hidrofilas, zeina y otras prolaminas y proteinas hidréfobas, copolimeros y
mezclas de los mismos. En general, estos materiales se degradan ya sea mediante hidrolisis enzimatica o
exposicién al agua in vivo, mediante erosion superficial o en masa.

Algunos polimeros bioadhesivos de interés en particular incluyen hidrogeles bioerosionables que se describen en
H.S. Sawhney, C.P. Pathak y J.A. Hubell en Macromolecules, 1993, 26, 581-587, cuyas ensefianzas se incorporan
en el presente documento, acidos polihialurénicos, caseina, gelatina, glutina, polianhidridos, acido poliacrilico,
alginato, quitosano, poli(metacrilatos de metilo), poli(metacrilatos de etilo), poli(metacrilato de butilo), poli(metacrilato
de isobutilo), poli(metacrilato de hexilo), poli(metacrilato de isodecilo), poli(metacrilato de laurilo), poli(metacrilato de
fenilo), poli(acrilato de metilo), poli(acrilato de isopropilo), poli(acrilato de isobutilo), y poli(acrilato de octadecilo).

Otros sistemas de administracion pueden incluir sistemas de administraciéon de liberacién en el tiempo, de liberaciéon
retardada o de liberacion sostenida. Tales sistemas pueden evitar administraciones repetidas del péptido,
aumentando la conveniencia para el sujeto y el médico. Estan disponibles muchos tipos de sistemas de
administracion de liberacion y son conocidos por los expertos habituales en la materia. Estos incluyen sistemas de
base de polimero tales como poli(lactida-glicolido), copolioxalatos, policaprolactonas, poliesteramidas,
poliortoésteres, acido polihidroxibutirico, y polianhidridos. Las microcapsulas de los polimeros mencionados
anteriormente que contienen farmacos se describen, por ejemplo, en la Patente de Estados Unidos N° 5.075.109.
Los sistemas de administracion también incluyen sistemas no poliméricos que son: lipidos que incluyen esteroles
tales como colesterol, ésteres de colesterol y acidos grasos o grasas neutras tales como mono, di, y triglicéridos;
sistemas de liberacion de hidrogel; sistemas silasticos; sistemas basados en péptidos; revestimientos de cera;
comprimidos formados por compresion usando aglutinantes y excipientes convencionales; implantes parcialmente
fusionados; y similares. Algunos ejemplos especificos incluyen, pero no se limitan a: (a) sistemas de erosién en los
que el agente reductor de plaquetas esta contenido en una forma dentro de una matriz tales como las que se
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describen en las patentes de Estados Unidos N°° 4.452.775, 4.675.189, y 5.736.152 y (b) sistemas de difusion en los
que un componente activo se permea a una tasa controlada a partir de un polimero tal como se describe en las
patentes de Estados Unidos N°° 3.854.480, 5.133.974 y 5.407.686. Ademas, se pueden usar sistemas de
administracion de hardware basados en bombas, algunos de los cuales estan adaptados para su implantacion.

El uso de un implante de liberacion sostenida a largo plazo puede ser particularmente adecuado para el tratamiento
profilactico de sujetos en riesgo de desarrollar un cancer recurrente. Liberacion a largo plazo, como se usa en el
presente documento, se refiere a que implante estd formado y colocado para la administracion de niveles
terapéuticos del principio activo durante al menos 30 dias, y preferentemente 60 dias. Los implantes de liberacién
sostenida a largo plazo son bien conocidos por los expertos habituales en la materia e incluyen algunos de los
sistemas de administracion que se han descrito anteriormente.

Algunas formulaciones terapéuticas de los anticuerpos se pueden preparar para el almacenamiento mezclando un
anticuerpo que tiene el grado deseado de pureza con vehiculos, excipientes o estabilizantes farmacéuticamente
aceptables opcionales (Remington’s Pharmaceutical Sciences 16° edicion, Osol, A. Ed. (1980)), en forma de
formulaciones liofilizadas o soluciones acuosas. Algunos vehiculos, excipientes o estabilizantes aceptables no son
toxicos para los receptores a las dosificaciones y concentraciones usadas, e incluyen tampones tales como fosfato,
citrato, y otros acidos organicos; antioxidantes se incluyen acido ascorbico y metionina; conservantes (tales como
cloruro de octadecildimetilbencil amonio; cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio;
fenol, alcohol butilico o bencilico; alquil parabenos tales como metil o propil parabeno; catecol; resorcinol;
ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular (menos de aproximadamente 10 restos);
proteinas, tales como albumina de suero, gelatina, o inmunoglobulinas; polimeros hidrofilos precursores como
polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina, o lisina;
monosacaridos, disacaridos, y otros carbohidratos que incluyen glucosa, manosa, o dextrinas; agentes quelantes
tales como EDTA,; azucares tales como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones que forman sales tales
como sodio; complejos metalicos (por ejemplo complejos de Zn-proteina); y/o tensioactivos no ionicos tales como
TWEEN™, PLURONICS™ o polietilenglicol (PEG).

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar ejemplos especificos de la practica de la presente invencion y
no se pretende que limiten al alcance de la invencién. Tal como sera evidente para un experto habitual en la materia,
la presente invencién encontrara aplicacion en una diversidad de composiciones y métodos.

Ejemplos
Materiales y Métodos:

Células de melanoma y métodos de cultivo. La linea celular de melanoma maligno humano G3361, derivada de
una sola célula tumoral clonada en agar blando, fue proporcionada por el Dr. Emil Frei Ill (Dana-Farber Cancer
Institute, Boston, MA), la linea celular A375 esta disponible en el mercado en la Coleccion Americana de Cultivos
Tipo (ATCC) (Manassas, VA). Todas las lineas celulares se cultivaron en medio RPMI 1640 complementado con
suero bovino fetal al 10 %, 6 mmol/l de HEPES, 2 mmol/I de L-glutamina, y 100 IU/ml de penicilina/estreptomicina a
37 °C y CO3 al 5 % en una incubadora modificada tal como se ha descrito anteriormente. Las lineas de células
G3361/DsRed2 y G3361/EYFP se generaron mediante transfeccion establece células de melanoma G3361 con
cualquiera de proteina fluorescente de color rojo de Discosoma sp. (DsRed2) o la variante potenciada de color
amarillo-verde (EYFP) de la proteina fluorescente de color verde de Aequorea victoria (GFP) en conjunto con la
sefial de retencion nuclear del antigeno T grande del virus 40 de simio (Kalderon, D., Roberts, B. L., Richardson, W.
D. y Smith, A. E. A short amino acid sequence able to specify nuclear location. Cell 39, 499-509 (1984)), usando
vectores de expresion de mamifero pDsRed2-Nuc o pEYFP-Nuc que también contienen un casete de resistencia a
neomicina (BD Biosciences, Palo Alto, CA.) y el reactivo Lipofectamine 2000 (Invitrogen) tal como se ha descrito
anteriormente. Los cultivos de G3361/DsRed y G3361/EYFP clonales se generaron a partir de cultivos transfectar
dos de forma estable mediante dilucién limitante. Las células de melanoma clinicas (n = 6 pacientes) se derivaron de
forma reciente a partir de muestra de ensayo quirrgica de acuerdo con protocolos de investigacion en sujetos
humanos aprobados por los IRB de la Universidad de la Wirzburg Medical School o el Instituto Wistar, Filadelfia,
PA.

Anticuerpos. En el presente documento se usé el mAb de 3C2-1D12 anti-ABCB5 de IgG1k especifico en los
estudios de expresion. El mAb de 3C2-1D12 conjugado con FITC se us6 para someter a ensayo la pureza de
subconjuntos de melanoma ABCB5' y ABCB5 ordenados melanoma. Los mAb de control de isotipo de ratén
MOPC-31C sin conjugar o conjugados con FITC, Ab secundario de IgG de cabra anti-ratén conjugado con FITC,
CD20 anti-humano conjugado con ficoeritrina (PE), mAb de CD31 anti-humanos y de control isotipo se adquirieron
en PharMingen, San Diego, CA. Los mAb secundarios conjugados con aloficocianina (APC) y conjugados con PE se
adquirieron en eBioscience, San Diego, CA. Los mAb de TIE-1 anti-humano sin conjugar, BMPR1a anti-humano,
VE-cadherina anti-humana conjugadla con PE y Nestina anti-humana eran de R&D Systems, Minneapolis, MN. Los
siguientes anticuerpos se usaron para inmunohistoquimica y tincion de inmunofluorescencia de ABCB5, TIE-1 y VE-
cadherina: mAb de raton anti-ABCB5 (Frank, N. Y. et al. ABCB5-mediated doxorubicin transport and
chemoresistance in human malignant melanoma. Cancer Res 65, 4320-33 (2005); Frank, N. Y. et al. Regulation of
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progenitor cell fusion by ABCB5 P-glycoprotein, a novel human ATP-binding cassette transporter. J Biol Chem 278,
47156-65 (2003)), Ab secundario de IgG de caballo anti-ratén conjugado con HRP (Vector Laboratories, Burlingame,
CA), Ab secundario de IgG de conejo anti-ratén conjugado con FITC (ZYMED Laboratories, San Francisco, CA), Ab
de VE-cadherina de conejo anti-humano sin conjugar (proporcionado amablemente por Cell Signaling Technology,
Danvers, MA), Ab de IgG de control de raton (DAKO, Carpinteria, CA), mAb de TIE-1 de conejo anti humano sin
conjugar (Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz, CA), Ab secundario de IgG de burro anti-ratén conjugado con
FITC, Ab secundario de IgG de de burro anti-conejo conjugado con Rojo Texas, Ab secundario de IgG de burro anti-
conejo conjugado con Cy3, y Ab de IgG de control de conejo (todos de Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA).

Histopatologia e inmunohistoquimica. Criosecciones de melanoma de 5 micrémetros de espesor se fijaron en
acetona a -20 °C durante 5 minutos. Las secciones secadas al aire se incubaron con 10 ug/ml de mAb de ABCB5 a
4 °C durante una noche; se usaron 10 yg/ml de IgG de ratén como control negativo. Las secciones se lavaron con
PBS x 3 durante 5 minutos y se incubaron con Ab de IgG de caballo anti-ratén conjugada con peroxidasa a 1:200
para tincion de ABCB5. Para el marcado de doble fluorescencia de ABCB5/VE-cadherina o ABCB5/TIE-1, se fijaron
secciones de melanoma de 5 uym en acetona a -20 °C durante 5 minutos. Las secciones secadas al aire se
incubaron con 10 pg/ml de mAb de ABCB5 y 2,5 ug/ml de Ab de VE-cadherina o TIE-1 a 4 °C durante una noche; se
usaron 10 pg/ml de IgG de raton y 2,5 yg/ml de IgG de conejo como controles negativos. Las secciones se lavaron
con Tween 20 al 0,05 % que contiene PBS durante 5 minutos x 3 y se incubaron con una dilucion a 1:150 de Ab de
IgG de burro anti-conejo conjugado con Rojo Texas o conjugado con Cy3 y Ab de IgG de conejo anti-raton
conjugado con FITC durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después de lavados posteriores, las secciones se
montaron con un medio de montaje VECTASHIELD (Vector Laboratories) y se cubrieron con cubre objetos. La
reactividad por inmunofluorescencia se visualizd en un microscopio de sistema BX51/52 de Olympus acoplado a un
sistema Cytovision (Applied Imaging, San Jose, CA).

Disefio y analisis de micromatriz de tejido. La Progresién Tumoral Melanocitica TMA es el producto de un
esfuerzo conjunto de los tres SPORES de piel (Harvard, M.D. Anderson, Universidad de Pensilvania). Esta matriz
contiene 480 x 0,6 mm nucleos de tejido tumoral que representan cuatro tipos principales de diagnéstico de tumor:
nevus benigno, melanoma cutaneo primario, metastasis en ganglios linfaticos y metastasis visceral. Los casos se
recogieron en los servicios de Patologia de las tres instituciones participantes. Para fines de control de calidad, se
eligen dos nucleos por duplicado en cada region distinta. Los nevus y los melanomas primarios presentaban
cualquiera de una region o tres regiones de bloque de tejido muestreado (2 o 6 nucleos), mientras que los tumores
metastasicos tenian una regiéon muy estudiada para cada bloque. Por lo tanto, los 480 nucleos representan 2
nucleos adyacentes de 240 regiones histologicas distintas. Esta matriz incluye 130 ndcleos de 35 nevus, 200
nucleos de 60 melanomas primarios y 150 nucleos de 75 lesiones metastasicas. De forma operativa, los nevus finos
y los melanomas finos implicaban solamente las dermis superficial/papilar, mientras que los nevus gruesos y los
melanomas gruesos habian crecido para implicar la dermis tanto papilar como profunda (reticular). Esta matriz se
preparo en el laboratorio del Dr. Mark Rubin (Departamento de Patologia del Hospital Brigham and Women y en el
Instituto del Cancer Dana Farber, Boston). Las secciones histolégicas del portaobjetos de la matriz tisular se
calentaron a 58 °C durante 20 minutos y a continuacion se trataron como sigue a continuacion: xileno x 2 (1 hora, 10
minutos), etanol al 100 % x 2 durante 2 minutos, etanol al 95 % durante 2 minutos, y dH20 x 3 durante 2 minutos. La
recuperacion del antigeno se realizé en tampoén citrato 10 mMol, pH 6,0 con ebullicion en olla a presiéon durante 10
minutos y a continuacion se enfrid a temperatura ambiente. Después de lavar con PBS x 2 durante 5 minutos, el
tejido se bloqued con suero de caballo al 10 % y BSA al 1 % en PBS a temperatura ambiente durante 1 horay a
continuacion se incubd con 5 pg/ml de mAb ABCBS5 a 4 °C durante una noche. A continuacion, el tejido se lavé con
PBS-Tween 20 al 0,05 % x 3 durante 5 minutos y a continuacion se traté con H>O; al 3 %/PBS durante 15 minutos.
Después de aclarar en PBS, las secciones se incubaron con Ab de IgG de caballo anti-raton biotinilado a 1:200 a
temperatura ambiente durante 30 minutos, se aclaré en PBS-Tween x 3 durante 5 minutos, y se incubé con complejo
de avidina-biotina-peroxidasa de rabano picante (Vector Laboratories) durante 30 minutos a temperatura ambiente.
La inmunorreactividad se detecté usando sustrato NovaRed (Vector Laboratories). El Sistema Automatizado de
Formacion de Imagenes Celulares de Chromavision (ACIS) se usé para cuantificar la intensidad de la inmunotincion
de ABCB5 y miIgGIR en la micromatriz de tejido HTMA 84. Los valores de intensidad del portaobjetos de control
(fondo mas melanizacion intrinseca) se restaron del portaobjetos experimental y se considerd que la diferencia en
los valores de intensidad para cada nucleo era la tincion real. Este grafico (véase la Figura 1) muestra un intervalo
de confianza de un 95 % para la diferencia de intensidad para cada diagnostico de patologia. Los valores de P entre
grupos relevantes se calcularon usando el ensayo de t independiente/para muestras. El nimero sobre cada barra de
error muestra el nimero de casos dentro de cada grupo.

Analisis de citometria de flujo de expresion de ABCBS5. El andlisis de la coexpresion de ABC5 con los
marcadores de superficie CD20, CD31, VE-cadherina, o BMPR1a o los marcadores intracelulares de Nestina o TIE-
1 en suspensiones de células de melanoma clinico derivadas de paciente se realiz6 mediante citometria de flujo en
color dual tal como se ha descrito anteriormente. Las células de melanoma clinico se incubaron con mAb anti-
ABCB5 o mAb de control de isotipo o sin Ab seguido de contratincién con IgG de burro anti-ratén conjugada con
APC. A continuacion, las células se fijaron en PBS que contenia Paraformaldehido al 2 % (30 min a 4 °C), y
posteriormente se incubaron con los mAb anti-CD20 conjugado con PE, anti-CD31, anti-VE-cadherina, anti-Nestina
o control de isotipo conjugado con PE, o los mAb anti-BMPR1a sin conjugar, anti-TIE-1 o de control de isotipo sin
conjugar seguido de contratincién con anticuerpos secundarios anti-inmunoglobulina conjugados con PE o con FITC.
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Las etapas de lavado con tampdn de tincion o tampon de permeabilizacion de saponina al 1 % se realizaron entre
cada etapa. Posteriormente se realizd citometria de flujo en color cual con adquisicion de emision de fluorescencia
en los espectros FI1 (FITC) o F12 (PE) y F14 (APC) en un FACScan de Becton Dickinson (Becton Dickinson, San
Jose, CA) tal como se ha descrito. Las diferencias estadisticas en los niveles de expresion de los marcadores
enumerados anteriormente mediante células ABCB5" y ABCB5 se determinaron usando el ensayo de Mann-
Whitney no paramétrico. Un valor de P de dos lados de P < 0,05 se consider¢ significativo. Las células de melanoma
A375 se analizaron a la expresion de ABCB5 de superficie mediante incubacion con mAb anti-ABCB5 o mAb de
control de isotipo (10 ug/ml) seguido de contratincion con anticuerpo secundario de inmunoglobulina de cabra anti-
raton conjugado con FITC y citometria del flujo de un solo color (FI1) como se ha descrito.

Aislamiento celular. Se generaron suspensiones de células individuales a partir de xenoinjertos de melanoma
humano después de diseccion quirdrgica de tumores de ratones Balb/c NOD/SCID o ratones atimicos Balb/c
sacrificados 8 semanas después de la inoculacion de células tumorales. Cada tumor se cortan piezas pequefas
(aprox. 1 mm®) y los fragmentos del tumor se incubaron posteriormente en 10 ml de PBS estéril que contiene 0,1 g/l
de cloruro calcico y 5 mg/ml de Colagenasa Serva NB6 (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Alemania)
durante 3 horas a 37 °C en una plataforma de agitacion a 200 rpm para generar suspensiones de células
individuales. Posteriormente, las células tumorales se lavaron con PBS para retirar el exceso de colagenasa. Las
células ABCB5" se aislaron mediante seleccion positiva y las poblaciones de células ABCB5™ se generaron retirando
células ABCB5" usando marca o con mAb anti-ABCBS5 y clasificacién de células con perla magnética como se ha
descrito. En resumen, células de melanoma G3361 o A375 humano o suspensiones de células individuales
derivadas de xenoinjertos de melanoma humano o muestras de melanoma clinicos se marcaron con mAb anti-
ABCB5 (20 ug/ml) durante 30 min a 4 °C, se lavaron para retirar el exceso de anticuerpo, seguido de incubacién con
microperlas magnéticas revestidas con mAb de IgG anti-ratén secundario (Miltenyi Biotec, Auburn, CA) y posterior
separacion de células mediante pasaje dual en con una separacion MiniMACS (Miltenyi Biotec) de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante. La pureza de los aislados de células ABCB5" y células de melanoma G3361
humano ABCB5 se sometieron a ensayo mediante analisis de citometria de flujo de expresién de ABCB5 (FI1) en un
aparato FACSCalibur (Becton Dickinson, Sunnyvale, CA) después de incubacion con mAb anti-ABCB5 conjugado
con FITC, seguido de incubacién con microperlas revestidas con mAb de IgG anti-ratén y clasificacion de células
magnética. Las diferencias estadisticamente significativas en la expresion de ABCB5 entre células de melanoma
G3361 humano sin segregar, ABCB5', y ABCB5 se determinaron usando ANOVA de una via seguido de la
correccion de Bonferroni. Un valor de P de los lados de P < 0,05 se consideraba estadisticamente significativo.

Animales. Los ratones atimicos Balb/c y los ratones Balb/c NOD/SCID se adquirieron en The Jackson Laboratory
(Bar Harbor, ME). Los ratones se mantuvieron de acuerdo con las directrices institucionales del Hospital Infantil de
Boston y Harvard Medical School y los experimentos se realizaron de acuerdo con protocolos experimentales
aprobados.

Xenotrasplante de melanoma humano. Células G3361 humanas sin s egregar, ABCB5*, o ABCB5™ (10’, 10°, o
10%/in6culo, respectivamente), o A375 humano (2 x 10° 2 x 10°, o 2 x 10%/inéculo, respectlvamente) o células de
melanoma derivadas de paciente clinico (10%inoculo, respectlvamente) o células ABCB5" o ABCBS5 aisladas de
xenoinjertos de tumor G3361 primario derivados de ABCB5" (107/|noculo respectivamente) se inyectaron s.c. uni- o
bilateralmente en los costados del ratéon Balb/c NOD/SCID receptor. La formacién/crecimiento tumoral se sometio al
ensayo semanalmente con un intervalo de tiempo, al menos hasta el punto final de 8 semanas, a menos que un
tamafo excesivo del tumor requiriera una eutanasia temprana estipulada ?or protocolo, mediante la determlnaC|on
del volumen del tumor (TV) de acuerdo con la férmula establecida [TV (mm®) = T/ 6 x 0.5 x longitud x (ancho)?]. Con
respecto a la formacién de tumor, los ratones se consideraban negativos para tumor si no se identificaba tejido
tumoral después de la necropsia. Las diferencias estadisticamente significativas en la formacién del tumor primario y
secundario se evaluaron usando el ensayo Exacto de Fisher. Las diferencias en los volumenes del tumor se
determinaron usando ANOVA de una via seguido de la correccion de Bonferroni o del Ensayo de Kruskal-Wallis
seguido de correccion de Dun, con valores de P de dos colas < 0,05 considerados significativos.

Rastreo del linaje genético in vivo. Se reconstituyeron poblaciones de células tumorales G3361 humanas
ABCB5'/DsRed2 y ABCB5/EYFP, generadas usando clasificacion de celulas con perla magnetlca tal como se ha
mencionado anteriormente a proporciones de abundancia relativa de 1 x 10° y 9 x 10° células, respectivamente,
seguido de determinacion de las relaciones de células resultantes en indculos mediante citometria de flujo en color
dual (representaciones de FI1 (EYFP) con respecto a FI2 (DsRed2)) antes del xenotrasplante. Los cocultivos de
G3361/DsRed2 y G3361/EYFP se inyectaron s.c. (107 células/inoculo) en el costado derecho del ratén Balb/c
NOD/SCID receptor. A las 4 o 6 semanas después del xenotrasplante, los tumores se cosecharon y se prepararon
suspensiones de células individuales o secciones de tejido congelado como se ha mencionado anteriormente, para
la determinacion de la abundancia relativa in vivo de células de melanoma DsRed2" y EYFP* mediante citometria de
flujo en color dual o microscopia de fluorescencia de suspensiones de células individuales derivadas de tumor
(después de de la unién en placas de cultivo de tejido adherente), y para el analisis de 5 pm de secciones de tejido
congelado mediante microscopia de fluorescencia. En experimentos adicionales, la abundancia relativa de células
de melanoma DsRed2” y EYFP" se determiné en subconjuntos de células derivadas de xenoinjerto de ABCB5" o
ABCB5™ mediante citometria de flujo en color dual tal como se ha mencionado anteriormente y los porcentajes de
células tumorales DsRed2" and EYFP" se compararon de forma estadistica usando el ensayo de t de student sin
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emparejar, con un valor de P de los lados de P < 0,05 considerado estadisticamente significativo.

Direccionamiento de mAb de anti-ABCB5. Se xenoinjertaron s.c. células de melanoma G3361 humano sin
segregar en ratones atimicos Balb/c receptores (10”/indculo). Los animales se inyectaron i.p. con mAb anti-ABCB5
(clon 3C2-1D12), mAb de control de isotipo (500 pg/inyeccion) quincenalmente o sin Ab comenzando a las 24 horas
antes del xenotrasplante de melanoma. El crecimiento tumoral se sometié al ensayo quincenalmente con un
intervalo de tiempo mediante la determinacion del volumen del tumor (TV) como se ha descrito anteriormente. Las
diferencias en los volimenes tumorales se determinaron usando ANOVA de una via no paramétrico (Ensayo de
Kruskal-Wallis) seguido de correccion de Dun para comparacion de los tres grupos experimentales, con valores de P
de dos colas < 0,05 considerados significativos. Para la determinacion de la eficacia de union de mAb anti-ABCB5
administrado in vivo para establecer xenoinjertos de melanoma de ser humano a ratén atimico, se generaron
suspensiones de células individuales y secciones congeladas a partir de xenoinjertos de melanoma 24 horas
después de la administracion i.p. de mAb anti-ABCB5, mAb de control de isotipo de IgG1k murino, o sin tratamiento.
Las suspensiones de células individuales preparadas se incubaron posteriormente con Ab secundario de Ig de cabra
anti-ratén conjugado con FITC durante 30 min a 4°C y se analizaron mediante citometria de flujo de un solo color tal
como se menciono anteriormente, y las secciones congeladas se incubaron con secundario de Ig de caballo anti-
raton conjugado con HRP y se analizaron tal como se ha mencionado anteriormente.

Evaluacion de ADCC y CDC. ADCC o CDC se determinaron mediante citometria de flujo en color dual tal como se
destila anteriormente. En resumen, las suspensiones de células de melanoma G3361 humano melanoma en Medio
de Eagle Modificado con Dulbecco libre de suero (DMEM) (BioWhittaker, Walkersville, MD) se marcaron con 3,3'-
dioctadeciloxacarbocianina (DiO) (Invitrogen, Carlsbad, CA) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. A
continuacion, las células de melanoma marcadas con DiO se sembraron a una densidad de 300.000 células por
pocillo en placas de cultivo de 6 pocillos con fondo plano en 3 ml y se cultivaron el medio convencional en una
incubadora unificada durante una noche. A partir de ese momento, las células diana de melanoma marcadas con
DiO se preincubaron en presencia o ausencia de anti-ABCB5 o los mAb de control de isotipo (20 pg/ml,
respectivamente) durante 30 min a 37 °C, CO; al 5 %, y posteriormente se cocultivaron durante un periodo adicional
de 24 horas a 37 °C, CO al 5 % con o sin esplenocitos efectores de ratdén atimico Balb/c recién aislados (12 x 108
células/pocillo, proporcion de células diana a efectoras a 1:40) para evaluacién de ADCC, o en presencia o0 ausencia
de suero de raton atimico Balb/c al 5 % para determinacion de CDC. La continuacion, las células y sus
sobrenadantes cosecharon y se analizaron mediante citometria de flujo en color dual en un aparato FACSCalibur
(Becton Dickinson) inmediatamente después de la adicion de 10 pg/ml de yoduro de propidio (Pl) (Sigma,
Milwaukee, WN), con células diana lisadas reconocidas mediante un fenotipo de DiO*PI". Los niveles de ADCC para
los tres grupos de tratamiento se calcularon como sigue a coordinacién: [ADCC (%) = (porcentaje de positividad de
la muestra para DIO*PI") - (porcentaje medio de positividad de la muestra para DIO'PI" sin tratar con Ab)]. Las
diferencias en los niveles de ADCC se determinaron usando ANOVA de una via no paramétrico (Ensayo de Kruskal-
Wallis) seguido de correccion de Dun, con valores de P de dos colas < 0,05 considerados significativos.

Medidas de viabilidad celular. La viabilidad celular se midi6 en indculos de células tumorales antes del
xenotrasplante usando tinciéon con calceina-AM. En resumen, se incubaron 1 x 10° sin segregar, células de
melanoma ABCB5', o ABCB5 con calceina-AM (Molecular Probes, Eugene, OR) durante 30 min a 37 °C y CO, al 5
% para permitir la absorcion del sustrato y la activacion enzimatica en el derivado fluorescente. A continuacion, las
células se lavaron y se adquirieron medidas de fluorescencia con citometria de flujo en el espectro de emision FI2 en
un FACScan de Becton Dickinson. Las células que presentan generacion del derivado de calceina-AM fluorescente
se compararon con muestras sin exponer se consideraron viables. La viabilidad celular donde se determinan todas
las muestras usando el método de exclusion con colorante azul de tripano.

Extraccion de ARN y PCR de transcripcion inversa cuantitativa en tiempo real. La extraccion de ARN de
células de melanoma humano G3361 y A375 y las reacciones de sintesis de ADNc convencionales se realizaron
usando el Sistema de Sintesis SuperScript First-Strand para PCR de transcripcion inversa (Invitrogen) tal como se
ha descrito anteriormente. El Programa de Terapéutica para el Desarrollo del NCI/NIH proporcion6 ARN total
preparado a partir de 8 lineas de células de melanoma adicionales del panel NCI-60 (LOX IMVI, SK-MEL-5, M14,
UACC-62, SK-MEL-28, UACC-257, SK-MEL-2, MALME-3M) mantenidas en el Instituto Nacional del Cancer en
condiciones y con numeros de pasaje que se han descrito anteriormente. Se realizd PCR de transcripcion inversa
cuantitativa en tiempo real para la expresion genética relativa de ABCB5 tal como se ha descrito anterior. La
expresion de ABCB5 se evalué mediante la relacion del nivel de expresion en la muestra con respecto a la expresion
media en todas las muestras, en n = 3 experimentos independientes. Los datos del crecimiento (tiempo de
duplicacion del cultivo) para las 8 lineas de células de melanoma humano del panel NCI-60 fueron las sostenidas por
el Instituto Nacional del Cancer, que se pueden encontrar en linea (http:/dtp.nci.nih.gov/docs/misc/
common_files/cell_list.html). La cinética del crecimiento para las lineas de células de melanoma G3361 y A375 se
establecié en el laboratorio de los inventores mediante recuento celular de acuerdo con la férmula: tiempo de
duplicacién de la poblacion (h) = T2 - T1 / (log2 (recuento celularr, / recuento celularys)), en la que T2 y T1
representan dos puntos temporales distintos (h) en la fase logaritmica de crecimiento en cultivo. Se realizaron la
correlacion lineal de la expresion relativa de ARNm de ABCB5 vy los tiempos de duplicacion del cultivo (h) y se
calculd un coeficiente de correlacion de Pearson y se usaron los criterios de P < 0,05y r > 0,3 o r < -0,3 para
identificar correlaciones significativas tal como se ha descrito anteriormente.
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Ejemplo 1

Los inventores examinaron primero la relacion de ABCB5 con respecto a la evolucion clinica del melanoma maligno,
debido a su asociacién préxima con CD 166, un marcador de enfermedad mas avanzada. Esto se evalué mediante
tincion inmunohistoquimica de ABCB5 y analisis de imagen cuantitativo de una micromatriz de tejido de melanoma
en evolucién establecido (TMA) que contiene 480 nucleos de tejido de melanoma derivados de paciente (0,6 mm),
que representan cuatro tipos de diagnéstico de tumor principales: nevus melanocitico benigno, melanoma cutaneo
primario, metastasis por melanoma en los ganglios linfaticos, y metastasis por melanoma en visceras (Figura 1a).
Los inventores encontraron que los melanomas primarios o metastasicos expresaban ABCB5 de forma mas
significativa que los nevus melanociticos benignos (P < 0,001), melanomas primarios gruesos que expresan mas
ABCB5 que los melanomas primarios finos (P = 0,004), y melanomas metastaticos en los ganglios linfaticos que
expresan mas ABCB5 que las lesiones primarias (P = 0,001), identificando ABCB5 como un nuevo marcador
molecular de la evolucion neoplasica en el melanoma maligno humano. La heterogeneidad aparente en la expresion
de ABCB5 se indico como metastasis, con mayor tincion en las metastasis en ganglio linfatico que en vispera
(P =0,025).

Ejemplo 2

Cuando se someten a ensayo mediante citometria de flujo en suspensiones celulares individuales recién derivadas
de una serie mas pequefia de melanomas clinicos diseccionados de forma quirirgica (n = 6 pacientes, Tabla 1),
también se encontré que ABCB5 se expresaba de forma coherente en 6 de 6 muestras de ensayo, con una
frecuencia de células tumorales ABCB5" que varia de un 1,6 % a un 20,4 % (9,2 £ 3,2 %, media £ ETM) (Figura 1b,
Tabla 1). La caracterizacion fenotipica adicional con respecto a antigenos asociados con un fenotipo molecular mas
primitivo reveld una expresion significativa de CD20 en 3 de 6 muestras de ensayo (frecuencia en todas las
muestras: 0,3 £ 0,2 %, media £+ ETM), nestina en 6 de 6 (31,9 + 7,8 %), TIE-1 en 6 de 6 (24,9 + 6,9 %), VE-cadherina
en4de6(0,2+0,1%), BMPR1aen 6 de6 (1,8 + 1,0 %), y del marcador CD31 del estroma en 5 de 6 muestras de
ensayo (0,8 + 0,4 %) (Figura 1b). La expresién preferente mediante ABCB5" en comparacién con subpoblaciones de
ABCBS5', tal como se ha identificado anteriormente para el determinante CD133 de células madre, se demostré por la
presente en esas muestras que expresan los marcadores respectivos para la nestina (49,4 + 6,6 % con respecto a
26,6 + 4,9 %, respectivamente, media £+ ETM; P = 0,026), TIE-1 (59,4 + 7,8 % con respecto a 23,8 + 7,5 %, P =
0,015), VE-cadherina (6,4 £ 1,2 % con respecto a 0,1 + 0,1 %, P = 0,029), y BMPR1a (37,0 £ 4,4 con respecto a 2,0
+ 0,2 %, P = 0,002), pero no para CD20 (0,2 + 0,2 % con respecto a 1,1 + 0,7 %, NS), o CD31 (2,4 £+ 1,2 % con
respecto a 0,5 £ 0,3 %, NS) (Figura 1c). La inmunohistoquimica in situ revelé células individuales ABCB5" o grupos a
tener en cuenta para una subpoblaciéon minoritaria dentro de tumores clinicos con células tefiidas de forma que se
correlacionan predominantemente con regiones sin diferenciar, no melanizadas o expresion de TIE-1, y zonas no
reactivas que corresponden a areas mas diferenciadas, melanizadas.

La Tabla 1 resumen las caracteristicas tumorales de seis pacientes con un sitio con melanoma (ya sea una
metastasis o recurrente primario). Los tumores se cuantifican mediante el % de ABCB5" presente. También se
presenta un resumen de los resultados (nimero de ratones con tumores) para nueve grupos de ratones NOD/SCID
que se trasplantaron con inéculos por replicado (n = 2-10) de células de melanoma humano ABCB5" o ABCB5" sin
segregar.

Tabla 1 Caracteristicas del paciente y del tumor
Paciente N°  Sitio del melanoma  ABCB5' en el tumor  NUmero de ratones trasplantados con tumores

(%) Sin segregar  ABC B5- AB CB5+

1 P ' Metastasis 85 ' 0/2 o2 2/2 '

2 P Metastasis 1,6 1/2 0/2 2/2

3 P Metastasis 3,2 5/5 1/5 5/5

4 P Metastasis 20,4 N/A N/A N/A

5 P Metastasis 17,4 N/A N/A N/A

6 P Primario 4,2 N/A N/A N/A
Ejemplo 3

Para determinar si el subconjunto de células de melanoma definido por ABCB5 estaba enriquecido para MMIC, los
inventores compararon las capacidades de celular melanoma purificadas con ABCB5* (ABCB5") con respecto a
suprimidas con ABCB5" (ABCB5’) para iniciar la formacién del tumor in vivo, usando ya sea cultivos de melanoma
humano cutaneo clonal establecido (G3361: positivo para un 2-10 % de ABCBS5; A375: positivo para un 1-10 %,
Figura 5a) o células de melanoma recién preparadas derivadas del paciente (Figura 1b, Tabla 1) en experimentos de
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xenotrasplante de tumor de ser humano a ratén NOD/SCID. Se trasplantaron grupos de ratones NOD/SCID con
inéculos por replicado (n = 2-10) de células de melanoma humano ABCB5' o ABCB5’ sin segregar durante un
intervalo de escala Iogarltmlco a partir de d03|s de células incapaces para iniciar de forma eficaz el crecimiento
tumoral (G3361: 10° células, A375: 2 x 10* células) hasta dosis que |n|C|aban de forma coherente la formacién del
tumor cuando se usaban células ABCB5" (G3361: 10 células, A375: 2 x 10° células, aislados de pacientes recién
preparados: 10° células). La viabilidad celular determinada mediante tincion con calceina-AM superaba un 90 % en
todos los indculos de células tumorales y no diferian de forma significativa entre aislados (Figura 5b).

De 22 ratones agregados inyectados con células de melanoma ABCB5 G3361 solamente 1 ratdn trasplantado con
la dosis celular mas elevada generd un tumor (Figura 2a, panel a la izquierda). Por el contrario, 13 de 20 ratones
inyectados con células ABCB5" formaron tumores (P < 0,0001), incluyendo todos los ratones inyectados con la dosis
celular mas elevada (Figura 2a, panel a la izquierda, los valores de P adicionales para comparaciones individuales
especificas de la dosis se proporcionan en la figura), indicando un enriquecimiento logaritmico > 2 para MMIC en
este subconjunto celular, como se determina mediante comparacién de dosis de in6culos necesarias para un 50 %
de formacion tumoral (TFsp) (Figura 2a, panel central).

Del mismo modo, de 21 ratones agregados inyectados con células de melanoma ABCB5 A375, solamente 8 ratones
desarrollaron tumor, mientras que 16 de 22 ratones inyectados con células ABCB5" formaron tumores (P < 0,05),
indicando un enriquecimiento logaritmico > 1 para MMIC entre las células ABCB5" A375 (Figura 2b, paneles de la
izquierda y del centro). La purificacién de células ABCBS5" dio como resultado un enriquecimiento de 19,8 veces de
la frecuencia de las células ABCB5" de un 5,0 + 0,4 % en cultivos sin segregar hasta un 98,8 + 0,8 % (media + SD, n
=3, P <0,001) cuando se someten a ensayo en muestras representativas que usan células de melanoma G3361, y
la supresién de ABCB5" dio como resultado una reduccién de 4,75 veces de la frecuencia de las células ABCB5" de
un5,0+0,4 % aun1,1+0,3% (media £ SD, n=3, P<0,001) (Figura 5c). Esta contaminacion residual (22 % de la
frecuencia de ABCB5® de origen natural) con las células ABCB5' puede representar la formacién del tumor
observada mediante in6culos de ABCB5 a las dosis mas elevadas, sugiere una subestimacion potencial del
enriquecimiento de MMIC entre poblaciones de ABCB5". En particular, en esos casos en los que la formacién del
tumor se producia como resultado de la inyeccion de células ABCB5' a las dosis celulares mas elevadas, presento
se encontré que los tumores eran coherentemente mas pequefios que los que resultaban de los xenoinjertos de
ABCBS5" (G3361: Volumen del Tumor (TV) = 15 + 15 con re ?ecto a 286 + 90 mm?®, respectivamente, media + ETM,
P < 0,01; A375: TV =239 £ 70 con respecto a 832 + 121 mm", respectivamente, medla + ETM, P < 0,05) (Figuras 2a
y 2b).

Los xenoinjertos de cultivo de melanoma eran heterogéneos y estaban formados por células ABCB5' que se
correlacionaban predominantemente con regiones no melanizadas y expresion de VE-cadherina, y zonas de ABCB5
correspondientes a areas melanizadas (Figura 2c). Las células ABCB5" repurificadas a partir de tumores primarios
derivados de ABCB5" formaron tumores secundarios de forma mas eficaz que sus homoélogos de ABCB5' en 11 de
11 con respecto a 7 de 12 receptores, respectivamente (P = 0,037) (Figura 2d) y reestablecieron la heterogeneidad
del tumor primario. De forma coherente con los resultados obtenldos usando sistemas de modelo de melanoma
clonal, solamente 1 de 9 ratones receptores inyectados con 10° células de melanoma ABCBS5’ derivadas de pamente
recién preparadas desarrollaron un tumor, mientras que los 9 receptores de 10° células de melanoma ABCB5*
formaron tumores (P < 0,001), con el TV medio mas pequeno en receptores de inéculos de ABCB5™ con respecto a
inoculos de ABCB5® (TV = 2 + 2 con respecto a 35 + 11 mm®, respectivamente, media + ETM, P < 0,01) (Figura 2e,
Tabla 1). Los tumores generados a partir de células de melanoma ABCBS5" reestablecieron la heterogeneidad
tumoral de origen natural con respecto a la expresion de ABCB5, tal como se determina mediante
inmunohistoquimica y citometria de flujo de muestra de ensayo de tumor disociado, con positividad para ABCB5 que
varia de un 2 % a un 8 % (los resultados no se ilustran). Estos hallazgos establecen que la frecuencia de MMIC esta
notablemente enriquecida en la poblacién minoritaria de melanoma definida por ABCB5.

Ejemplo 4

Para examinar directamente las contribuciones relativas del crecimiento tumoral de subpoblaciones de ABCB5" y
ABCB5’ co-xenoinjertadas, y para investigar adicionalmente la autorrenovacion y la capacidad de diferenciacion de
ABCB5", los inventores aislaron células de melanoma ABCB5" o0 ABCB5' a partir de variantes de linea celular G3361
transfectadas de forma estable que expresa ya sea proteina fluorescente de color rojo (DsRed2) o aumento de
proteina fluorescente de color amarillo-verde (EYFP), respectivamente, un sistema modelo disefiado en el
laboratorio los inventores para permitir el seguimiento del linaje genético in vivo. Los inventores encontraron que el
xenotrasplante de cocultivos transfectantes de fluorocromo de ABCB5" G3361/DsRed2 y de ABCB5 G3361/EYFP
reconstituidos a un 14,0 + 3,0 % y un 86,0 + 3,0 % de abundancia relativa (media + SD, n = 6), respectivamente,
para ratones NOD/SCID dio como resultado frecuencias relativas que aumentan en serie, y que dependen del
tiempo de células tumorales DsRed2" de origen en ABCB5" (pendiente de regresion lineal 6,4 + 1,0, P < 0,0001) en
tumores experimentales en comparacion con inoculados, hasta una frecuencia de un 51,3 £ 1,4 % en el punto final
experimental de 6 semanas (media = SD, n = 3, P = 0,024) (paneles superior e inferior de las Figuras 3a, 3b, y 3c).
Estos hallazgos establecen una tumorigenicidad mayor de ABCB5" con respecto a poblaciones en masa de
melanoma ABCB5  co-xenoinjertado en un modelo de desarrollo del tumor competitivo. De forma importante con
estos resultados indican ademas que las células que inician el tumor pueden conducir ademas a poblaciones en
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masa de cancer mas diferenciadas, y por si mismas no tumorigénicas para también, aunque de forma menos eficaz,
contribuir a un crecimiento de una masa tumoral. Algunos tumores experimentales también contenian células de
melanoma con doble positivo para DsRed2/EYFP (paneles centrales de la Figura 3c), indicando que las células de
tumor derivadas de ABCB5", como los precursores cutaneos fisioldgicos de ABCB5" (Frank, N. Y. et al. Regulation
of progenitor cell fusion by ABCB5 P-glycoprotein, a novel human ATP-binding cassette transporter. J Biol Chem
278, 47156-65 (2003)), y participan en la fusion celular con subconjuntos de ABCB5'.

Ejemplo 5

Cuando las células de melanoma ABCB5" se purificaron a partir de tumores experimentales resultantes del co-
xenotrasplante de transfectantes de fluorocromo ABCB5" G3361/DsRed2 al 10 % y ABCB5 G3361/EYFP al 90 %,
los inventores encontraron que un 92,9 + 6,4 % (media £+ SD, n = 3) de células fluorescentes eran de fenotipo
DsRed2" (origen en ABCB5") (Figura 3d, panel superior izquierdo), demostrando una capacidad de autorrenovacion
de este subconjunto celular. No se encontraron células EYFP" a niveles significativos (7,1 + 6.4 %, media + SD, n =
3) entre aislados de ABCB5", y la baja frecuencia observada se tenia totalmente en cuenta en la magnitud mediante
la contaminacién de células ABCB5" residual medida entre poblaciones de ABCB5 EYFP” coinjertadas (1,1 % de un
90 % de células EYFP" = 0,99 % con respecto a un 10 % de células ABCB5" DsRed2" en inoculos), lo que indica
que las células tumorales ABCB5" surgen solamente de in6culos de ABCB5' y que las células ABCB5™ dan lugar
exclusivamente a progenie de ABCB5. Ademas, los aislados de células tumorales ABCB5 fluorescentes
presentaban un 52,5 + 0,8 % (media = SD, n = 3) de positividad para DsRed2 (origen en ABCB5") y un 47,5+ 0,8 %
de positividad para EYFP (origen en ABCB5’) (Figura 3d, panel inferior izquierdo), demostrando que las células de
melanoma ABCB5" poseen la capacidad para diferenciarse y dar lugar a poblaciones de tumor ABCB5". Estos
hallazgos muestran la existencia de una jerarquia tumoral en la que las células de melanoma ABCBS5", enriquecidas
para MMIC, se autorrenuevan y dan lugar a progenie tumoral de ABCB5™ mas diferenciada.

Ejemplo 6

Para diseccionar de forma mecanistica si la poblacién minoritaria enriquecida con MMIC, definida para ABCB5 es
necesaria para la tumorigenicidad cuando se xenoinjertan poblaciones en masa de tumor sin segregar, los
inventores examinaron si la muerte selectiva de este subconjunto de células puede inhibir el crecimiento y la
formacioén. Un posible marcador molecular de células que inician el tumor no se ha abordado hasta la fecha para la
inhibicién del crecimiento tumoral in vivo. Los inventores administraron un anticuerpo monoclonal (mAb) dirigido a
ABCB5 en un modelo de xenoinjerto de melanoma de ser humano a ratén atimico, porque los ratones atimicos, al
contrario que los ratones NOD/SCID, son capaces de muerte de células tumorales mediada por citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpo (ADCC). Las células de melanomas en xenoinjertaron s.c. en ratones atimicos Balb/c
receptores, los animales se inyectaron i.p. con mAb anti-ABCB5 o mAb de control quincenalmente comenzando a
las 24 horas antes del xenotrasplante de melanoma, y la formacion y el crecimiento del tumor se evaluaron en serie
mediante medidas del TV como un intervalo de tiempo. La administracion de mAb anti-ABCB5 dio como resultado
una inhibicion del crecimiento tumoral significativa en comparacion con la determinada en ratones tratados con mAb
o sin tratar de control durante el transcurso de un periodo de observacion de 58 dias (TV medio en el punto final de
los 58 dias para ratones tratados con mAb anti-ABCB5 (n = 11 ratones, ninguna muerte durante el periodo de
observacion) con respecto a ratones de control tratados con mAb (n = 10 ratones, excluyendo 1 muerte durante el
periodo de observacion) o con respecto a ratones sin tratar (n = 18 ratones, excluyendo 1 muerte durante el periodo
de observacion): 23 + 16 con respecto a 325 + 78 mm3, P < 0,01, o con respecto a 295 + 94 mm3, P < 0,001, media
+ ETM, respectivamente) (Figura 4a). El tratamiento con mAb de control no mostraba diferencia significativa en el
crecimiento del tumor en comparacion con la ausencia de tratamiento (Figura 4a). El tratamiento con mAb anti-
ABCB5 también inhibia de forma significativa la formacién de tumor evaluada a los 58 dias después del
xenotrasplante de células de melanoma, con tumores detectados solamente en 3 de 11 ratones tratados con mAb
anti-ABCBS5, con respecto a 10 de 10 ratones de control tratados con mAb y 18 de 18 animales de control sin tratar
(P < 0,01y P <0,001, respectivamente) (Figura 4b).

Ejemplo 7

Los xenoinjertos de melanoma humano cultivados en ratones atimicos sin tratar, como los de los receptores
NOD/SCID, presentan heterogeneidad tumoral y comprenden una poblacién minoritaria de células ABCB5" que se
correlaciona de forma predominante con regiones no melanizadas sin diferenciar, y zonas de ABCB5 que
corresponden a zonas melanizadas y diferenciadas (Figura 4c). El analisis de la eficacia de union in vivo revel6 que
mAb anti-ABCB5 administrado de forma sistémica, pero no el mAb de control, unido a un subconjunto de células
tumorales en melanoma xenoinjertos de melanoma establecidos (Figura 4d) coherentes en magnitud con el
subconjunto de células tumorales ABCB5" (Figura 4c), tal como se determina de forma cuantitativa en suspensiones
de células derivadas de xenoinjerto mediante citometria de flujo (Figura 4d), y también mediante inmunohistoquimica
por deteccion de grupos de células tefiidas de forma positiva.
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Ejemplo 8

Para determinar el mecanismo de inhibicién de la formacion y crecimiento tumoral mediados por mAb anti-ABCBS5,
las respuestas efectoras inmunes ADCC y la citotoxicidad dependiente de complementos (CDC) se evaluaron
mediante citometria de flujo en color dual tal como se ha descrito anteriormente. Cultivos diana de melanoma
tratados con mAb anti-ABCBS5, tratados con mAb de control o sin tratar se marcaron con el colorante de membrana
fluorescente de color verde DiO y se contratifieron con yoduro de propidio fluorescente de color rojo (PI, al que
solamente son permeables las células lisadas), seguido de cocultivo con células inmunes efectoras sin marcar o
derivadas de suero de bazos de ratones atimicos Balb/c. El de mAb anti-ABCBS5 pero no el mAb de control de isotipo
indujo de forma significativa la muerte de células diana de melanoma mediada por ADCC (2,1 £ 0.4 % con respecto
a 0,2 £ 0,2 %, respectivamente, P < 0,05) en una subpoblacién de melanoma de tamafio comparable con el del
subconjunto que expresa ABCB5 (Frank, N. Y. et al. ABCB5-mediated doxorubicin transport and chemoresistance in
human malignant melanoma. Cancer Res 65, 4320-33 (2005)), tal como se determina a partir del porcentaje de
células con doble positivo para DiO/PI (Figura 4e). La adicion de suero a cultivos tratados con Ab en ausencia de
células efectoras, o la adiciéon de mAb anti-ABCB5 solo en estas condiciones experimentales no indujo una muerte
celular significativa en comparacion con los controles (los resultados no se ilustran), lo que sugiere que los efectos
de mAb en CDC o toxico directo no son causas significativas de inhibicién de tumor en este sistema experimental.

Los efectos del direccionamiento de ABCB5 en xenoinjertos de melanoma establecidos de seres humanos ratones
atimicos (n = 13 derivados de tres pacientes distintos n = 10 derivados de cultivos de melanoma establecidos), se
examinaron con el fin de someter al ensayo la hipotesis de que la seccion negativa para MMIC a través de la
supresion de células ABCB5" mediada por ADCC inhibe el crecimiento tumoral. Tal resultado se observaria en una
situacién in vivo dinamica si el subconjunto de melanoma de ABCB5" es critico para la tumorigénesis sélida.

Se realizé la caracterizacion de de melanoma humano ABCB5" o ABCB5 usadas en experimentos de
xenotrasplante. La administracion de mAb anti-ABCB5 in vivo, comenzara 14 dias después de la inoculacién de
células tumorales cuando se establecieron los xenoinjertos (dia 0), anula el crecimiento tumoral significativo
observado en grupos tratados con mAb de control de isotipo o sin tratar durante el transcurso de un periodo de
tratamiento de 21 dias (P < 0,001 y P < 0,001, respectivamente) e inhibian de forma significativa el volumen tumoral
medio en comparacion con el determinado ya sea en ratones tratados con mAb de control o sin tratar (TV para
ratones tratados con mAb anti-ABCB5 (n = 23 ratones) con respecto a ratones tratados con mAb de control (n = 22
ratones) o con respecto a ratones sin tratar (n = 22 ratones): 32,7 + 9,4 con respecto a 226,6 + 53,8 mm3, P < 0,001,
o con respecto a 165,4 + 36,9 mm3, respectivamente, media + etm, P < 0,01). Los efectos inhibidores de mAb de
ABCB5 también eran estadisticamente significativos cuando los subconjuntos de tumores de xenoinjerto de
melanoma derivados de paciente recientes se analizaron independientemente, con anulacién del crecimiento
tumoral significativo observado en ratones tratados con mAb de control de isotipo o grupos sin tratar (P< 0,05y P <
0,001, respectivamente) que inhibian de forma significativa el TV medio en comparacion con el determinado ya sea
en ratones tratados con mAb de control o sin tratar ( ratones tratados con mAb anti-ABCB5 (n = 13 ratones) con
respecto a ratones tratados con mAb de control (n = 12 ratones) o con respecto a ratones sin tratar (n = 12 ratones):
29,6 £ 9,2 con respecto a 289,2 £ 91,8 mm3, P < 0,05, o con respecto a 222,9 + 57,5 mm3, respectivamente, media £
etm, P < 0,001). El tratamiento con mAb de control —no mostro efectos significativos en el crecimiento del tumor ni en
el volumen del tumor en comparacién con ningun tratamiento en ninguno de los grupos analizados. Los animales se
sacrificaron después del intervalo de tratamiento cuando era necesario de acuerdo con el protocolo animal
experimental aplicable debido a la carga tumoral y la patologia en los grupos de control tumoral derivados de
paciente (TV maximo medido: 971,5 mm®).

El analisis inmunohistoquimico de xenoinjertos de melanoma derivados de paciente tratados con mAb anti-ABCB5
reveld solamente pequefios focos de expresion de ABCB5 (en conjunto <1 % de las células) corresponde a mAb
anti-ABCB5 unido in vivo en una seccion adyacente. Una seccion adyacente adicional tenida para CD11b desveld
infiltracion de macrofagos que corresponde a regiones de localizacion de mAb anti-ABCB5, que normalmente rodean
a las zonas de degeneracion y necrosis celular. Por el contrario, los xenoinjertos tratados con de mAb de control
revelaron un 10-15 % de células creativas para ABCB5, el mAb anti-lg secundario fallé en la localizacion de las
secciones respectivas en una seccion adyacente pero detectd regiones de inmunoglobulina de murino intravascular,
y los macréfagos CD11b+ fracasaron en la infiltracion del tejido tumoral. Algunos efectos similares se observaron en
xenoinjertos de melanoma derivados de linea celular, con aumento de la necrosis tumoral en animales tratados con
mAb anti-ABCB5 con respecto a animales tratados con mAb de control de isotipo (30-40 % con respecto a < 5 % de
células de necroticas, respectivamente). Estos hallazgos apoyan adicionalmente la idea de que la poblacién
minoritaria enriquecida con MMIC y definida por ABCB5 es necesaria para la tumourigenicidad.

Se realizd la caracterizacion de xenoinjertos de melanoma G3361 en ratones atimicos Balb/c. Las regiones de
ABCBS5" se segregaron con areas sin melanizar, mientras que las regiones de ABCB5 se correlacionan correcciones
que muestran melanizacion con particulas de color marron-negro. La inmunohistoquimica de un xenoinjerto de
melanoma tratado con mAb anti-ABCB5 y tefiido con mAb anti-ABCB5, Ab anti-lg secundario o mAb CD11b revelo
resultados coherentes con los que se han descrito anteriormente. Al igual que en xenoinjertos derivados de paciente
primarios, el analisis inmunohistoquimico de secciones de tumor adyacentes reveld6 que el mAb anti-ABCB5
administrado de forma sistémica se unia a las regiones de tumor ABCB5", que también se correlacionan con la
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infiltracién de células CD11b"*. También se detectaron zonas raras de expresion de ABCB5 en las que el anticuerpo
administrado in vivo fracasaba en la localizacién y en las que las células positivas para CD11b fracasaban en la
infiltracion.

Ejemplo 9

Secuenciacion del Anticuerpo 3C1 1D12: El ARN total se extrajo de los sedimentos usando el protocolo de
extraccion de ARN en las instalaciones de Fusion Antibodies Ltd. Se cre6 ADNc a partir del ARN mediante
transcripcion inversa con un cebador de oligo(dT). Las reacciones de PCR que usan cebadores de dominio variable
para amplificar la region variable (VR) de cadena pesada (HC) y las regiones VR de cadena ligera (LC) del ADN del
anticuerpo monoclonal proporcionaron bandas que se muestran en la Figura 7. Los productos de PCR de VR tanto
de HC como de LC se coronaron en el vector pCR2.1 de secuenciacion de Invitrogen y se transformaron en células
TOP10. Los clones positivos para la cadena pesada y ligera se seleccionaron para analisis de secuenciacion. Se
obtuvieron las siguientes secuencias.

1. Secuencia de ADN de HC de longitud completa, que incluye secuencia sefial (subrayada)

ATGGACTTTGGGCTGAGCTTGGTTTTCCTTGTCCTTGTTTTAARAGCTGTCCAG
IGTGARGTGCAACTGGTGGAGTCTGGGGGAGACTTAGTGAAGCCTGGAGGGTCCCTGAA
GCTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACTTTCAGTGACTATTACATGTATTGGGTTCGTC
AGACTCCGGRAARAGAGGCTGGAGTGGGTCGCCACCATTRATGATGGCGGTACTCACACC
TACTATCCAGACAGTCTGAAGGGGCGATTCACCATCTCCAGAGACRATGCCARGAACAT
CCTGTACCTGCARATGAGCAGTCTGATGTCTGAGGACACAGCCATGTATTATTGTGCAR
GAGATGATTATTACTACGGTAGTCACTTCGATGCTATGGACTACTGGGGTCAAGGAACC
TCAGTCACCGTCTCCTCAGCCTCCACCAMGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTC
CTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGECTGCCTGGTCAAGGACTACTTCC
CCGAACCGLTGACGETGTCGTGGARCTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTC
CCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTC
CAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCA
AGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCARATCTTGTGACARAACTCACACATGCCCACCGTGC
CCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAARRCCCAAGGA
CACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGCGACGTGAGCCACG
AAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAG
ACARAGCCGCGGGRAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGGGTGGTCAGCGTCCTCACCGT
CCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACARAGCCC
TCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGARCCACAG
GTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCARGARCCAGGTCAGCCTGACCTG
CCTGGTCARAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGE
CGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTC
TACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGEGAACGTCTTCTCATGCTC
CGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGRAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGE

GTAAATGA SEC ID N*: 17
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2. Secuencia de ADN de LC de longitud completa, que incluye secuencia sefial (subrayada)

ATGGAGACAGACACACTCCTGCTATGGGTACTGCTGCTCTGEGTTCCAGGTTCC
ACTGGTGACATTGTGCTGACACAGTCTCCTGCTTCCTTAGCTGTATCTCTGGGGCAGAG
GGCCACCATCTCATACAGGGCCAGCARAAGTGTCAGTACATCTGGCTATAGTTATATGC
ACTGGARCCARCAGARACCAGGACAGCCACCCAGACTCCTCATCTATCTTGTATCCAAC
CTAGAATCTGAGGTCCCTGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACCCT
CARCATCCATCCTGTGEAGGAGGAGGATGCTGCAACCTATTACTGTCAGCACATTAGSS
AGCTTACACGTTCGGAGGGGGEECACCAAGCTGGAARATCARRACGGACTGTGGCTGCACCA
TCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGT TGARATCTGGARCTGCCTCTGTTGT
GTGCCTGCTGAATARCTTCTATCCCAGAGAGGCCARRGTACAGTGGAAGGTGGATAACG
CCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCARGGACAGCACC
TACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGARACACARAGTCTA
CGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACARAAGAGCTTCARCAGGG
GAGAGTGTTGA SEC ID N*: 18

3. Secuencia de ADN de VR de HC, que incluye los CRD (subrayados)

GAAGTGCAACTGGTGGAGTCTGGGGGAGACTTAGTGAAGCCTGGAGGGTCCCTG
ARGCTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACTTTCAGTGACTATTACATGTATTGGGTTCG
TCAGACTCCGGAARAGAGGCTGGAGTGGGETCGCCACCATTAATGATGGCGGTACTCACA
CCTACTATCCAGACAGTCTGAMGGGGCGATTCACCATCTCCAGAGACAATGCCAAGARC
ATCCTGTACCTGCARATGAGCAGTCTGATGTCTGAGGACACAGCCATGTATTATTGTGC
ARGAGATGATTATTACTACGGTAGTCACTTCGATGCTATGGACTACTGGGGTCAAGGAR
CCTCAGTCACCGTCTCCTCA SECID N®: 9

4. Secuencia de ADN de VR de LC, que incluye los CRD (subrayados)

GACATTGTGCTGACACAGTCTCCTGCTTCCTTAGCTGTATCTCTGGGGCAGAGE
GCCACCATCTCATACAGGGCCAGCARAAGTGTCAGTACATCTGGCTATAGTTATATGCA
CTGGAACCAACAGAAACCAGGACAGCCACCCAGACTCCTCATCTATCTTGTATCCAACC
TAGAATCTGAGGTCCCTGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACCCTC
ARCATCCATCCTGTGGAGGAGGAGGATGCTGCAACCTATTACTGTCAGCACATTAGGGA
GCTTACACGTTCGGAGGGGGGCACCAAGCTGGAARATCARACGG SECID N*: 10

5. Secuencia de Aminoacidos de VR de HC, que incluye Regiones Marco Conservadas (F1, F2, F3, y F4) y los
CRD (CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3) tal como se indica. Las regiones marco conservada y CDR se determinan de
acuerdo con la nomenclatura de Kabat (E. A. Kabat et al. Sequences of Proteins of Immunological Interest,
Quinta Edicion, 1991, NIH).

HC-F1 . - CDR-H1
EVQLVESGGDLVKPGGSLKLSCAASGFTES DYYMY

HC-F2 CDR=-HZ . HC=F3 . .
WVRQTPEKRLEWVA TINDGGTHTY YPDSLKGRFTISRDNAKNILYLOQMSSL

CDR-H3 HC~F4
MSEDTAMYYCAR DDYYYGSHFDAMDY WGQGTSVTVSS SECIDN®: 1
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6. Secuencia de Aminoacidos de VR de LC, que incluye Regiones Marco Conservadas (F1, F2, F3, y F4) y los
CRD (CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3) tal como se indica. Las regiones marco conservada y CDR se determinan de
acuerdo con la nomenclatura de Kabat (E. A. Kabat et al. Sequences of Proteins of Immunological Interest,
Quinta Edicion, 1991, NIH).

LC-Fl CDR-L1 LC-F2
DIVLTQSPASLAVSLGQRATISY RASKSVSTSGYSYMH WNQQKPGOPPRLLIY

CDR-L2Z LC-F3 CDR-L3
LVSNLES EVPARFSGSGSGDTFTLNIHPVEEEDAATYYC QHIRELTR

LC-F4
SEGGTKLEIKR SECID N®: 2

7. Secuencias de CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3:

CDR-H1: DYYMY SEC ID N°: 3

CDR-H2: TINDGGTHTY SEC ID N°: 4

CDR-H3: DDYYYGSHFDAMDY SEC ID N°: 5
8. Secuencias de CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3:

CDR-L1: RASKSVSTSGYSYMH SEC ID N°: 6
CDR-L2: LVSNLES SEC ID N°: 7
CDR-L3: QHIRELTR SEC ID N°: 8

Ejemplo 10: Estudios en el Futuro

Los inventores estudiaron la posibilidad de influir en el crecimiento y la progresién del melanoma mediante el uso de
a) dos fuentes complementarias de melanoma humano (lineas celulares de melanoma humano establecidas y
células de melanoma recién aisladas derivadas de tumores humanos primarios y metastasicos); b) dos sistemas
modelo para el estudio de estas células (identificacion sistematica subcutanea de tumorigénesis en ratones
inmunodeficientes, y tumorigénesis mas relevante, ya que se produce en auténticos xenoinjertos de piel humana); y
c) dos estrategias alternativas para la anulacion de células madre de melanoma (quimiosensibilizacion mediante
bloqueo funcional de ABCB5 y eliminacion de células madre mediante ARNsi de inmunotoxina o inhibitorios
administrados de forma especifica a dianas de células madre de ABCB5+).

Los inventores investigaran si la quimiorresistencia inversa de células madre de melanoma dirigidas por ABCB5
también puede inhibir el inicio/evolucién del tumor en xenoinjertos de piel de raton Rag2-/- quimérico/ humana in
vivo.

Se han preparado inmunotoxinas dirigidas al tumor con éxito mediante la conjugacién de mAb dirigidos a antigenos
especificos del sitio del tumor hacia agentes de otro modo indiscriminadamente citotoxicos, tales como toxinas,
radionuclidos, y factores de crecimiento. Para los estudios propuestos, los inventores se centraran inicialmente en el
uso de una molécula de este tipo, gelonina, una toxina vegetal que inactiva ribosomas de 29 kDa, debido a que ya
se ha demostrado que la gelonina, cuando se usa en inmunoconjugados dirigidos a antigenos especificos de
melanoma, ejercen una citotoxicidad especifica de tumor en modelos de xenoinjerto de melanoma humano A375
también usados en esta propuesta, lo que indica que los inmunoconjugados de gelonina son candidatos excelentes
para desarrollo clinico. En otros estudios en el futuro, los inventores también visualizan el estudio de
inmunoconjugados de radionucleidos que implican, por ejemplo itrio, que se sabe que ejerce efectos anti-melanoma.
Cuando se usan inmunotoxinas de gelonina hicieras al ABCB5 como una estrategia para anular de forma selectiva
subpoblaciones de xenoinjertos de melanoma ABCB5" in vivo, las inmunotoxinas de gelonina dirigidas a ABCB5
implicaran conjugados quimicos de de gelonina/mAb de 3C2-1D12 anti-ABCB5 o gelonina/mAb de control de isotipo
sintetizados y purificados tal como se ha descrito anteriormente. Ademas, debido a las limitaciones potenciales de
los inmunoconjugados de mAb intactos con respecto a la penetracion en el tumor, los inventores también van a usar
proteinas de fusion de sFv de 3C2-ID12 anti-ABCB5/gelonina recombinantes, que se prepararan por fusion del gen
sFv de 3C2-1D12 anti-ABCBS5, generado como anteriormente, con ADN de gelonina, usando el método de PCR de
extension de corte y empalme-solapamiento. La inmunotoxina de fusion recombinante se expresara en E. coli y se
purificara tal como se ha descrito anteriormente. Se generaran proteinas de fusion de sFv/gelonina de control
recombinantes de manera idéntica a partir de lineas celulares de hibridoma murino que producen mAb de control de
isotipo.
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Los inventores también van a desarrollar y usar mediada la administracion especifica de células diana, mediada por
anticuerpo ABCB5 de ARNsi a oncogenes especificos como una estrategia para inhibir de forma selectiva las
poblaciones de células madre de tumor de melanoma ABCB5" in vivo. Aunque hasta hace poco la administracion de
ARN de interferencia pequefios (ARNsi) en las células ha sido un obstaculo fundamental para su aplicacion
terapéutica in vivo, un nuevo enfoque que implica a proteinas de fusién de anticuerpo/protamina como vehiculos de
administracion de ARNSsi, recientemente se ha demostrado su eficacia en la administracion sistémica, de ARNSsi
especifico de tipo celular a los tumores de melanoma en modelos animales experimentales in vivo, y se ha
demostrado que es eficaz para la inhibicion in vivo del crecimiento del melanoma cuando los ARNSsi dirigidos a MYC,
MDM2 y VEGF eran dirigidos por anticuerpo para un receptor modelo expresado en células de melanoma murino
B16. Este enfoque se aprovecha de las propiedades de unién a acidos nucleicos de la protamina, que normalmente
nuclea el ADN en el esperma, para unirse a ARNsi de diversas especificidades y administrarlos a las células que
llevan un marcador especifico de la superficie celular cuando la protamina se fusiona con fragmentos de anticuerpo
Fab o sFv se dirige especificamente a tal marcador. Con el fin de usar esta estrategia para dirigir las células madre
de melanoma que expresan ABCBS5, los inventores prepararan una proteina de fusién recombinante de sFv de 3C2-
1D12 anti-ABCB5/protamina (sFv-P de ABCB5), por fusion del gen de sFv de 3C2-1D12 anti-ABCB5 con el ADN de
la protamina, usando el método de PCR de extension corte y empalme-solapamiento. La proteina de fusion
recombinante sFv-P de ABCB5 se expresara y purificara tal como se ha descrito anteriormente. El sFv-P de ABCB5
se usara inicialmente para administraria el ARNSsi dirigido a MYC, ya que la regulacion negativa de MYC dirigida por
genes inhibe el crecimiento tumoral in vivo no solamente en melanoma murino B16, sino también en ratones
portadores de xenoinjertos de melanoma humano establecidos, lo que conduce a una intensa apoptosis de células
tumorales a través de la induccién de p53 y la inhibicion de proteinas Bcl-2. Los inventores ya han encontrado que
MYC se expresa de forma coherente en subpoblaciones de melanoma humano ABCB5'. Ademas, la expresién
genética de MYC humano se puede inhibir de forma eficaz mediante enfoques de ARNi, y los oligonucleétidos de
ARNSsi que se dirigen a MYC validados en estos estudios estan disponibles en el mercado en Dharmacon, Inc.
(Chicago, IL.). En los estudios propuestos, la capacidad de unién a sFv-P de ABCB5 para el ARNsi de MYC, la
administracion de células diana de ARNsi de MYC mediada por sFv-P de ABCB5 vy la inhibicién del gen de MYC
resultante y el bloqueo de la proliferacion de células tumorales mediado por sFv-P de ABCB5/ARNsi de MYC se
examinara en primer lugar in vitro en cultivos de melanoma G3361 y A375 humanos exactamente tal como se ha
descrito anteriormente.

El protocolo de estudio in vivo para la direccién de células madre de melanoma ABCB5' usard modelos de
xenoinjerto de tumor de ser humano a ratén usando tanto ratones NOD-SCID, asi como ratones quiméricos Rag2-/-
/quiméricos de piel humana como receptores de xenoinjertos de melanoma humano ya sea a partir de lineas
celulares establecidas o recién aisladas de pacientes humanos, exactamente como ya se ha descrito anteriormente.
En una primera serie de experimentos encaminados a evaluar los efectos de las inmunotoxinas (mAb de
ABCB5/gelonina o sFv/gelonina) o de ARNsi de ABCB5 sFv-P/MYC al comienzo del tumor, se administraran
inmunotoxinas (mAb de ABCB5/gelonina o sFv/gelonina o controles) con 0,25 ml de PBS estéril a través de
inyeccion en la vena de la cola, y sFv-P de ABCB5 que forma complejo con ARNsi MYC o controles en los dias 0, 1
y 3 después del implante del tumor a través de inyeccion en la arena de la cola (80 ug de ARNsi con un volumen de
inyeccion de 100 pl a una relacion molar de sFv-P de ABCB5/ARNSsi total de 1:6) a receptores murinos de
xenoinjertos de células de melanoma humano clasificados al azar en el dia 0 después del xenotrasplante en el
tratamiento siguiente y grupos de control (n = 10 animales por replicado para cada linea celular de melanoma cell y
para cada muestra de ensayo de célula tumoral recién aislada a partir de cada n = 10 melanomas primarios y n = 10
metastasis de melanoma, xenoinjertados s.c. a ratones NOD-SCID o por via intradérmica a piel humana/ ratones
Rag2-/- quimera): 1) 500 pg/ratdon de mAb de ABCB5/gelonina i.v. g.0.d. comenzando en el dia 0; 2) 500 yg/raton de
mAb/gelonina de control de isotipo i.v. g.0.d. comenzando en el dia 0; 3) 500 ug/ratén de sFv de ABCB5/gelonina i.v.
g.0.d. comenzando en el dia 0; 4) 500 pg/ratéon de sFv/gelonina de control i.v. g.0.d. comenzando en el dia 0; 5)
ARNSsi de sFv-P de ABCB5/MYC i.v. en los dias 0, 1y 3; 6) sFv-P de ABCB5/ARNsi de control i.v. en los dias 0, 1y
3; 7) sFv-P de ABCBS5 i.v. en los dias 0, 1 y 3. El protocolo de tratamiento se resume en la Tabla 2:

Tabla 2
Grupo | N° de ratones Tratamiento
1 10 500 ug/ratén de mAb de ABCB5/gelonina i.v. g.0.d. comenzando en el dia 0
2 10 500 ug/ratén de mAb/gelonina de control de isotipo i.v. q.0.d. comenzando en el dia 0
3 10 500 pg/ratén de sFv de ABCB5/gelonina i.v. g.0.d. comenzando en el dia 0
4 10 500 pg/ratén de sFv/gelonina de control i.v. g.0.d. comenzando en el dia 0
5 10 ARNSsi de sFv-P de ABCB5/MYC i.v. enlos dias 0,1y 3
6 10 ARNSsi de sFv-P de ABCB5/control i.v. en los dias 0,1y 3
7 10 sFv-P de ABCB5i.v. enlos dias 0,1y 3
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En un segundo conjunto de experimentos dirigidos a la evaluacion de los efectos de inmunotoxinas (mAb de
ABCB5/gelonina o sFv/gelonina) o de ARNsi de sFv-P de ABCB5/MYC en la evolucién del tumor de tumores
establecidos, se clasificaran al azar receptores murinos de xenoinjertos de células de melanoma humano en el dia 7
después del xenotrasplante (cuando los tumores se establecen) en los grupos de tratamiento y de control que se
resumen en la Tabla 7 (n = 10 animales por replicado para cada linea celular de melanoma y para cada muestra que
el ensayo de célula tumoral recién aislada de cada n = 10 melanomas primarios y n = 10 metastasis de melanoma,
xenoinjertados s.c. a ratones NOD-SCID o por via intradérmica la piel humana / ratones Rag2-/- quimera):

Tabla 3
Grupo | N° de ratones Tratamiento
8 10 500 ug/ratén de mAb de ABCB5/gelonina i.v. g.0.d. comenzando en el dia 7
9 10 500 ug/ratén de mAb/gelonina de control de isotipo i.v. q.0.d. comenzando en el dia 7
10 10 500 ug/ratén de sFv de ABCB5/gelonina i.v. g.0.d. comenzando en el dia 7
11 10 500 ug/ratén de sFv/gelonina de control i.v. g.0.d. comenzando en el dia 7
12 10 ARNSsi de sFv-P de ABCB5/MYC i.v. en los dias 7, 8 y10
13 10 ARNSsi de sFv-P de ABCB5/control i.v. en los dias 7, 8 y10
14 10 sFv-P de ABCB5i.v. en los dias 7, 8 y10

La formacioén/crecimiento clinico del tumor se sometera al ensayo diariamente como un transcurso del tiempo
mediante la determinacion del volumen del tumor (TV) de acuerdo con la formula establecida [TV (mm*) =z /6 x 0,5
x longitud x (ancho)2] para la duracién del experimento (45 dias). Se evaluaran diferencias estadisticamente
significativas en la formacion del tumor como una funcién del régimen de tratamiento aplicado usando el ensayo
Exacto de Fisher. Las diferencias en los volimenes del tumor entre grupos experimentales se determinaran usando
ANOVA no paramétrico. Los valores de P de dos colas < 0,05 se consideraran estadisticamente significativos. Los
analisis de inmunofluorescencia y de inmunohistoquimica para cada tumor xenoinjerto de tumor trasplantados
diseccionado de animales de todos los grupos de tratamiento sacrificados inicialmente en el dia 45 del experimento
(sacrificio secuenciales [por ejemplo, en los dias 10, 20, 30, y 45] se realizaran basandose en los hallazgos de 45
dias, y ademas del examen de tumores primarios, se hara necropsia a los animales sacrificados, se evaluaran todas
las metastasis, y todos los tejidos se evaluaran patolégicamente para evidencia de toxicidad mediada por el régimen
de tratamiento aplicado). La expresion de ABCB5 y la coexpresion de ABCB5 con CD133 se evaluaran mediante
doble tincion HRP/AP-inmunoenzimatica secuencial de secciones de xenoinjerto de melanoma congelado tal como
se ha descrito anteriormente. Se analizaran secciones de tumor mediante microscopia de campo brillante, y los
porcentajes medios de las células con tincién positiva para cada marcado se clasificaran de forma semicuantitativa
(sin positividad: -; positividad < 10 %: +; positividad de un 10-50 %: ++; positividad > 50 %: +++) basandose en el
recuento celular en tres campos de microscopia (aumento de 400x) para cada condicién de tincion tal como se ha
descrito anteriormente. Usando un microscopio de fluorescencia y filtros separados para cada fluorocromo, se hara
el recuento de células positivas para RFP (origen en ABCB5") y células positivas para GFP (origen en ABCB5), (100
células/muestra) y se calcularan las proporciones de células RFP/GFP dentro de cada tumor. Las relaciones medias
derivadas de animales por replicado sometidos a cada régimen de tratamiento se compararan de forma estadistica
usando ANOVA no paramétrico. Para evaluar la eficacia de estrategias que se dirigen a ABCB5", se identificaran
células de melanoma apoptéticas que crecen en la hipodermis murina, xenoinjertos de piel humana, y en sitios de
metastasis de acuerdo con criterios establecidos usados para microscopia de luz y se confirmaran mediante el
ensayo de TUNEL. Los inventores también identificaran sistematicamente de forma inmunohistoquimica la expresion
de proteinas relevante para las rutas apoptéticas, que incluyen Bax, Bcl-2, y Bcl-XL. Por ultimo, estos resultados se
correlacionaran con la identificacion sistematica para marcadores relacionados con la proliferacion celular (MIB-1,
PCNA, y ciclina D1/D3). Las células positivas se enumeraran de forma manual sobre perfiles transversales, y
mediante el uso de programas de formacion de imagenes asistidos por ordenador disponibles en el laboratorio de
co-PI (GFM) que deberian aumentar de forma significativa la eficacia de la cuantificacion.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion para uso en el tratamiento de un sujeto que tiene melanoma, comprende un anticuerpo anti-
ABCB5 o fragmento de unién a antigeno del mismo, que tiene al menos una regiéon humana, el anticuerpo anti-
ABCB5 o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende 1) un dominio variable de cadena pesada de
inmunoglobulina, en el que: (i) CDR1-H1 comprende una secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 3; (ii)) CDR2-
H2 comprende una secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 4; vy (iii) la secuencia de CDR3-H3 comprende una
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 5, y comprende adicionalmente 2) un dominio variable de cadena ligera
de inmunoglobulina, en el que: (i) CDR1-L1 comprende una secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 6; (ii)
CDR2-L2 comprende una secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 7; y (iii) la secuencia de CDR3-L3 comprende
una secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 8.

2. Uso de una composicion para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de un sujeto que tiene
melanoma, composicién que comprende un anticuerpo anti-ABCB5 o fragmento de union a antigeno del mismo, que
tiene al menos una regidon humana, el anticuerpo anti-ABCB5 o fragmento de unién a antigeno del mismo
comprende 1) un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina, en el que: (i) CDR1-H1 comprende una
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 3; (ii) CDR2-H2 comprende una secuencia de aminoacidos de la SEC ID
N°: 4; y (iii) la secuencia de CDR3-H3 comprende una secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 5, y comprende
adicionalmente 2) un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina, en el que: (i) CDR1-L1 comprende una
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 6; (ii) CDR2-L2 comprende una secuencia de aminoacidos de la SEC ID
N°: 7; y (iii) la secuencia de CDR3-L3 comprende una secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 8.

3. La composicion de la reivindicacién 1 o uso de la reivindicacién 2, en las que el anticuerpo es un Fv
monocatenario, un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo biespecifico o un anticuerpo sintético.

4. La composicion de la reivindicacion 1 o uso de la reivindicacion 2, que comprende al menos al menos dos
dominios variables de anticuerpo que comprenden: (a) el dominio variable de anticuerpo de cadena pesada de la
SEC ID N° 1; y (b) el dominio variable de anticuerpo de cadena ligera de la SEC ID N°: 2.

5. La composicion de la reivindicaciéon 1 o uso de la reivindicacién 2 en las que el anticuerpo es un anticuerpo
aislado totalmente humano.

6. La composicion de acuerdo con la reivindicacién 1 o uso de la reivindicacion 2, que comprende adicionalmente un
dominio de dimerizacién unido a la region C-terminal de un dominio variable de polipéptido de cadena pesada.

7. La composicion de la reivindicacion 1 o uso de la reivindicacion 2, en las que el anticuerpo anti-ABCB5 o
fragmento de unién a antigeno del mismo es un anticuerpo quimérico que comprende un dominio variable que se
une de forma especifica a ABCB5 y un dominio constante, en el que el dominio variable y el dominio constante son
de especies diferentes.
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